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RESUMEN 

 

 El cáncer de mama es un problema de salud pública, ya que constituye la 
primera causa de mortalidad de la mujer en el mundo occidental y su tumor más 
frecuente. En España su incidencia anual es de 16.000 casos. Más del 30% de las 
pacientes diagnosticadas en estadio precoz presentarán una recaída de su enfermedad a 
lo largo de su evolución. El tratamiento adyuvante ha demostrado disminución del 
número de recaídas y mejoría en la supervivencia. Los marcadores pronósticos actuales 
pueden determinar el riesgo de recaída de las pacientes y, seleccionar grupos de mal 
pronóstico en los que poder aplicar tratamientos adyuvantes para reducir los índices de 
recaídas. Sin embargo estos marcadores no son perfectos y un buen número de pacientes 
van a recaer pese a considerarse de buen pronóstico, por lo que son necesarios nuevos 
factores pronósticos para predecir mejor la evolución de las pacientes y realizar una 
mejor selección de aquellas subsidiarias de recibir un tratamiento adyuvante. 
 
 La presencia de ADN extracelular en suero y plasma de personas sanas y en 
pacientes con cáncer es un hecho ya conocido. Mediante técnicas cualitativas se puede 
correlacionar este ADN circulante con el ADN del tumor de los pacientes con cáncer. 
Esto permite, mediante una determinación en sangre periférica, la obtención de material 
genético derivado del tumor y, su estudio podría suponer un indicador de la presencia y 
extensión del tumor en las pacientes. Pretendemos evaluar el valor pronóstico del ADN 
tumoral libre en plasma y su capacidad de discriminar grupos de peor pronóstico entre 
las pacientes en estadios iniciales. 
 
 En el presente estudio se ha realizado la determinación de ADN plasmático al 
diagnóstico con características de ADN tumoral a un grupo no seleccionado de 147 
pacientes con cáncer de mama en estadios operables y, se ha realizado un seguimiento 
de cinco años, para valorar su relación con las características clínico-patológicas del 
tumor, el número de recaídas, la supervivencia libre de enfermedad y la supervivencia 
global. Se ha comparado su valor en relación con otros factores pronósticos. 
 
 Para la caracterización del ADN se ha analizado la pérdida de heterocigosidad 
usando seis marcadores tipo microsatélite y la presencia de mutaciones en TP53 en las 
muestras de ADN plasmático y tejido tumoral. 
 
 Se encontró presencia de ADN tumoral circulante en el 43 % de las pacientes, y 
se relacionó con la presencia de estadios más avanzados. El número de recaídas y de 
fallecimientos se correlacionó positivamente con la presencia de ADN tumoral 
extracelular en plasma. 
 
 Las pacientes que presentaban ADN plasmático positivo al diagnóstico tuvieron 
mayor número de recaídas y peor supervivencia libre de enfermedad a los tres y cinco 
años. Se demostró una tendencia a peor supervivencia a los cinco años. En los estadios 
iniciales no logra discriminar grupos de buen pronóstico. 
 
 Concluimos que la determinación de ADN libre en plasma con presencia de 
alteraciones tumorales, aunque se relaciona con la supervivencia de las pacientes, no 
ofrece mayor utilidad que los factores pronósticos habituales en las pacientes con cáncer 
de mama. 



   

SUMMARY 

 

Breast cancer is the first leading cause of cancer death in women and, the most 
common cancer among women in western countries. The incidence rate in Spain is 
16.000 new breast cancer per year. More than 30% of the women diagnosed in early 
stages will recur. Adjuvant treatment can decrease number of recurrences and to 
increase the overall survival. Prognostic factors reflect the tumor tendency to spread and 
they help us to select “high-risk” patients where adjuvant treatment could be more 
useful to decrease recurrences. However, with the current clinical markers a significant 
number of women, considered as of good prognosis, will recur, so more sensitive and 
specific prognostic indicators are needed for a better selection of patients. 
 

It is already known that free plasmatic DNA can be found in blood samples of 
healthy people and in cancer patients. Genetic changes identical to those found in 
primary tumor DNA have been observed in extracellular circulating DNA using 
qualitative techniques. A simple blood sample provides enough genetic material derived 
from tumor cells. Through the study of this material we could obtain a good indicator of 
persistence and/or spread of disease in cancer patients. We pretend to assess the 
prognostic significance of extracellular circulating DNA and its ability to discriminate 
patients having a worse prognosis among the “good risk” group of patients.  
 

In this study we analysed free circulating DNA with features of tumor DNA at 
diagnosis, in a non-selected group of 147 patients with early stage breast cancer; after a  
follow-up period of five years, we correlate clinical characteristics, disease-free  
survival and overall survival with extracellular circulating DNA. The relationship with 
other risk factors have also been studied. 
 

We use six polymorphic microsatellite markers and mutations in the TP53 gene  
to identify and to characterize the tumor and plasmatic DNA. 
 

Alterations in tumor DNA were present in 43% of the patients and, they were 
associated with more advanced stages. Tumor relapses and cancer deaths correlated 
with the presence of free circulating tumor DNA at diagnosis.  
 

Worse disease-free survival at three and five years was associated with positive 
DNA at diagnosis. We observed a tendency to worse five year overall survival in 
patients with extracellular circulating DNA. In early stages of breast cancer, plasmatic 
DNA was not able to discriminate between good and bad risk groups of patients. 
 

We conclude that the determination of plasma DNA with tumor characteristics, 
although is associated with worse global survival, is not a more useful marker for 
selecting poor-risk patients, than the classical prognostic factors in breast cancer 
patients. 
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ASPECTOS GENERALES DEL CÁNCER 

 

 El cáncer es un importante problema de salud pública en todo el mundo. Es la 

segunda causa de muerte y cada año fallecen alrededor de 7 millones de personas por 

cáncer, lo que supone el 12,5% de la mortalidad mundial, sólo por debajo de la 

enfermedad arterial coronaria. Se diagnostican más de 11 millones de personas 

anualmente, de los que sólo la mitad sobrevivirán más allá de cinco años, y se estima 

que 20 millones de personas están viviendo con cáncer. Su incidencia está aumentando, 

tanto en los países desarrollados como en los países en vías de desarrollo, debido a la 

exposición a los factores de riesgo como el tabaco y otros carcinógenos, dieta 

inadecuada, inactividad física, e infecciones. El rápido envejecimiento de la población 

es un factor importante en los países desarrollados. En el año 2020 habrá 16 millones de 

casos nuevos de cáncer según datos de la Organización Mundial de la Salud.1 

 

 En el año 2000 hubo 1.122.000 muertes por cáncer entre los 25 países miembros 

de la Unión Europea2. Se estima que en toda Europa en el 2004 ha habido 2.886.800 

nuevos casos de cáncer y que 1.711.000 de personas han fallecido por esta causa3. 

 

 En España cada año se producen alrededor de 150.000 casos nuevos de cáncer 

(90.000 en hombres y 60.000 en mujeres)4. En términos absolutos es la primera causa 

de muerte, con 96.907 muertes en el año 2004 (61.013 en hombres y 35.894 en mujeres) 

supuso el 25,2% de todas las defunciones. 

 

 Los estudios epidemiológicos están ayudando a comprender la distribución, 

prevalencia e incidencia del cáncer, y permitiendo así desarrollar programas de 

prevención y de diagnóstico precoz. La prevención5 del cáncer puede lograr reducir la 

incidencia de algunos tumores, bien con medidas sencillas como las recomendaciones 

sobre los efectos nocivos del tabaco en fumadores y otros agentes en el ámbito laboral, 

o con medidas basadas en estudios genéticos de selección de portadores de mutaciones 

en cánceres hereditarios. El diagnóstico precoz6 del cáncer permite su detección en las 

fases iniciales cuando la enfermedad es tratable y potencialmente curable. En los grupos 

de población en los que se puede aplicar permite, mediante programas de despistaje, la 

selección de personas con riesgo a las que aplicar métodos diagnósticos precisos para 
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facilitar su detección y un tratamiento en las fases más tempranas de la enfermedad, con 

una demostrada reducción de la morbilidad y mortalidad de la misma7. 

  

 Los métodos diagnósticos proporcionan un estudio detallado de la extensión de 

la enfermedad, que resulta imprescindible a la hora de poder ofrecer las alternativas 

terapéuticas adecuadas. Las técnicas de imagen han ganado en precisión y son el 

principal método para establecer la extensión de la enfermedad8. Otras técnicas como la 

inmunohistoquímica, los marcadores tumorales séricos, y la detección de células 

tumorales en sangre periférica, están produciendo cambios importantes en el manejo de 

los pacientes y en la comprensión de los factores pronósticos del cáncer. 

 

 Junto a los parámetros puramente clínicos del tumor hay que tener en cuenta que 

el diagnóstico de cáncer supone una serie de implicaciones sociales y económicas, así 

como psicológicas en el paciente y su familia de una gran trascendencia9. 

 

 Los avances en el tratamiento del cáncer se van incorporando de una manera 

progresiva a la práctica clínica, disponiendo ahora no sólo de un gran número de 

citostáticos, sino de nuevas alternativas y tratamientos dirigidos contra componentes de 

las células tumorales, sus antígenos, sus proteínas expresadas y la vascularización de los 

tumores10. La aplicación de este nuevo arsenal terapéutico, fruto de una investigación 

precisa y laboriosa en la lucha contra el cáncer, está empezando a dar sus frutos y ya se 

ven claramente los avances que van configurando un cambio en el concepto de cáncer y 

su tratamiento. Hay que tener presente que el cáncer es una enfermedad genética y 

heterogénea, con muchas vías moleculares implicadas en el proceso oncogénico y que 

su conocimiento puede ayudar a comprender su origen, proliferación y extensión, las 

vías de escape de las células tumorales a los tratamientos aplicados y otros mecanismos 

funcionales de la célula tumoral11. La Biología Molecular  ha proporcionado una mejora 

en el conocimiento de las bases implicadas en el inicio y desarrollo del cáncer, que están 

permitiendo la identificación de nuevas dianas terapéuticas y el desarrollo de nuevos 

fármacos que podrían modificar la historia natural de muchos tumores12. 
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ASPECTOS GENERALES DEL CÁNCER DE MAMA 

 

• Epidemiología 

 

 El cáncer de mama es el tumor más frecuente en las mujeres occidentales y la 

primera causa de mortalidad en la mujer en el mundo occidental. Su incidencia a nivel 

mundial se estima entre 1 y 1,2 millones de casos en el año 2000, con una mortalidad de 

375.000 casos, lo que supone el 22,9% de todos los tumores malignos en la mujer13. 

 

 En Europa, en el año 2004, el cáncer de mama fue el tercero en incidencia y el 

primero en mujeres, con una estimación de 370.100 casos, el 12,8% de todos los 

tumores, y con una mortalidad estimada de 129.900, que representa el 7,6% de todas las 

muertes por cáncer3. 

 

 En España4, la incidencia de cáncer de mama se estima en 16.000 nuevos casos 

al año y su mortalidad fue de 5.812 mujeres en el año 2004. Al igual que en otros países 

occidentales, la incidencia de cáncer de mama ha sufrido un aumento, más marcado 

entre las décadas del 70 al 90. La tasa de incidencia ajustada por edad en 1998 era de 67 

por 100.000 que, sin embargo, era la menor de la Unión Europea. Supone la primera 

causa de muerte en mujeres mayores de 35 años. 

 

 La tendencia en la incidencia del cáncer de mama se ve influenciada por los 

cambios de los factores de riesgo en la población (disminución de la fertilidad, 

incremento de peso...), el diagnóstico precoz debido a los programas de cribaje y a la 

mayor conciencia social sobre el tema. En Europa existe un incremento en la incidencia 

del cáncer de mama en los últimos años en todos lo países, pero se está consiguiendo 

una estabilización de la mortalidad o incluso disminución que, probablemente, sea 

reflejo de la mejora en los estudios de detección precoz y de la optimización del 

tratamiento. La tendencia en la mortalidad muestra un marcado descenso en algunos 

países como en Suecia y en el Reino Unido del 3%, y estabilización en otros. En 

España, la mortalidad por cáncer de mama comienza a descender desde el año 1992, a 

un ritmo del 1,4%14. La tendencia general en Europa de disminución en las tasas de 

mortalidad, que se aprecia desde los años 80, puede ser debida a la mejora en la 
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detección precoz por los programas de cribaje, aunque ésta se observaba también antes 

de que dichos programas fueran introducidos y en grupos de edad donde no se 

realizaron. A su vez también se ha observado en países que no realizan programas de 

cribaje. Así pues, puede ser reflejo tanto de los programas de cribaje, como de los 

avances en el tratamiento o de la mejora de la atención sanitaria general. 

 

 

• Factores de riesgo 

 

 Los estudios epidemiológicos nos han proporcionado mucha información acerca 

de los factores de riesgo de padecer cáncer de mama15. El análisis de estos factores nos 

permite estimar el riesgo de desarrollar cáncer de mama en una mujer de una manera 

individualizada. Los más importantes son la edad, la historia previa de cáncer de mama, 

la historia familiar y hereditaria de cáncer de mama, la exposición a estrógenos 

endógena o exógena, la presencia procesos benignos mamarios como hiperplasias 

atípicas, así como otros factores medioambientales y dietéticos menos conocidos. Los 

podemos agrupar en diferentes categorías: 

 

o Factores demográficos y sociales: 

 

 Algunos factores sociodemográficos se asocian al cáncer de mama, pero están 

relacionados con el estilo de vida, los factores reproductivos y la influencia hormonal. 

La frecuencia de cáncer de mama es 100 veces más frecuente en mujeres que en 

varones16.  La edad es el factor de riesgo aislado más importante para el desarrollo del 

cáncer de mama. Su incidencia va aumentando progresivamente con la edad y el 60% 

de los tumores de mama ocurren después de los 60 años, pero dicha progresión es 

considerablemente menos acusada al alcanzar la menopausia. Hay dos niveles de 

máxima incidencia, el primero fundamentalmente antes de la menopausia, entre los 45 y 

49 años y el segundo en la postmenopausia, hacia los 65 años. Una mujer que alcanza la 

menopausia a los 45 años tiene la mitad de riesgo que si la alcanza tras los 55 años. La 

curva de incidencia se aplana a los 75-80 años y luego desciende ligeramente17. Las 

mujeres de alto nivel socioeconómico tienen mayor riesgo de padecer cáncer de mama, 

hasta dos veces superior sobre las de bajo nivel, lo que puede estar relacionado con 

factores reproductivos, como la paridad y la edad del primer embarazo18. Las mujeres 
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blancas caucasianas tienen más incidencia que las de origen latino, afro-americano o 

asiático, diferencias que también pueden ser debidas a factores genéticos modificados 

por factores ambientales. 

 

o Historia previa de cáncer de mama: 

 

 Las pacientes con historia previa de cáncer de mama tienen un riesgo 

incrementado de cáncer de mama contralateral del 1% anual, con un riesgo acumulado a 

lo largo de su vida de cinco veces el de la población general. Los factores que influyen 

en este riesgo son la historia familiar o hereditaria de cáncer de mama, historia de 

radiación a edad joven y la histología de carcinoma lobulillar en el tumor primario19. 

 

o Factores familiares y hereditarios: 

 

 Los factores de riesgo familiares y hereditarios son complejos, se identifican a 

través de la historia familiar y están influenciados por otros como los ambientales y los 

estilos de vida20. La historia familiar es uno de los factores de riesgo más reconocidos 

para el desarrollo del cáncer de mama. Entre un 15-20% de los casos de cáncer de 

mama ocurren en mujeres con antecedentes familiares, en los que no se identifica un 

patrón de herencia determinado. La tasa de incidencia es 1,80 superior si se tiene un 

familiar afectado y 3,20 si se tienen dos21. El riesgo aumenta si los familiares han sido 

diagnosticados a una edad temprana y también con la presencia de casos de 

bilateralidad. El cáncer de mama familiar se puede explicar por el simple azar (es una 

enfermedad relativamente prevalente), porque las familias comparten factores de riesgo 

socioculturales, por exposición a carcinógenos ambientales, por la presencia de genes de 

baja penetrancia no conocidos o por interacciones de estos genes con factores 

ambientales. 

 

 El cáncer de mama hereditario es una entidad diferente, que está definida por un 

patrón de herencia autosómica dominante de susceptibilidad al cáncer de mama con 

elevada penetrancia. Se estima que entre el 5-10% de los casos de cáncer de mama se 

explican por su pertenencia a alguno de los síndromes descritos, siendo el más frecuente 

el síndrome hereditario de susceptibilidad al cáncer de mama y ovario, debido a 

mutaciones en los genes BRCA1 o BRCA222. El gen BRCA1 está localizado en el 
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cromosoma 17q21 y su mutación parece ser responsable del 45% de casos de cáncer de 

mama hereditario y de más del 90% de los casos que presentan además cáncer de 

ovario. Estas pacientes tienen un riesgo entre el 55% y el 85% de desarrollar cáncer de 

mama y un 20-40% de desarrollar cáncer de ovario a lo largo de su vida. El gen BRCA2 

se localiza en el cromosoma 13q13 y se encuentra mutado en el 35% de casos con 

cáncer de mama hereditario. Confiere un riesgo de desarrollar cáncer de mama del 30% 

al 80% y de cáncer de ovario del 15% al 30%, además se asocia con una mayor 

incidencia de otros cánceres como páncreas, y cáncer de mama y de próstata en el 

varón23. Han sido descritos otros síndromes hereditarios mediados por mutaciones en 

genes como TP53 y PTEN, que tienen influencia en menos del 1% de los casos de 

cáncer de mama hereditario24.  

 

o Factores mamarios: 

 

 Los procesos proliferativos benignos de la mama incrementan el riesgo de 

cáncer de mama, las lesiones no proliferativas no lo incrementan. Las lesiones 

proliferativas sin atipia como los fibroadenomas, hiperplasia, adenosis esclerosante y 

papiloma intraductal tienen un riesgo de 1,3 - 2 de desarrollar un cáncer de mama25. Las 

lesiones proliferativas con atipias, como la hiperplasia ductal y lobulillar atípica, el 

carcinoma lobulillar in situ,  tienen un riesgo mayor de hasta tres a cinco veces y se 

consideran precursoras del cáncer de mama invasivo, aunque no todos los casos derivan 

en cáncer posteriormente26. El riesgo de cáncer de mama contralateral es del 5%  a los 

10 años en las mujeres que han tenido un carcinoma ductal in situ. El patrón 

mamográfico del parénquima mamario es otro factor de riesgo. Las mujeres con 

parénquima denso o glandular tienen entre 1,8 y 6 veces más riesgo que las que 

presentan un patrón con menos extensión de la densidad mamaria como el graso o 

atrófico27. 

 

o Factores hormonales endógenos: 

 

 La exposición a estrógenos incrementa el riesgo de cáncer de mama. Su 

producción tiene lugar en los ovarios y, tras la menopausia, en las suprarrenales.  

 La menarquia temprana se asocia con alto riesgo de desarrollo de cáncer de 

mama28. Cuanto más joven se tiene el primer embarazo más disminuye el riesgo de 
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cáncer de mama y si se tienen pasados los 30 años, se iguala al de las nulíparas. Las 

nulíparas tienen un riesgo entre 1,2 y 1,7 más de cáncer de mama. Tras el embarazo 

aumenta el riesgo de cáncer de mama,  y éste comienza a mostrar sus efectos protectores 

a partir de los 10 años de producirse29. La lactancia materna también produce 

disminución del riesgo, bien por el retraso en el reestablecimiento de la ovulación o bien 

debido a la producción de prolactina que inhibiría la producción estrogénica30. Cuanto 

más tarde se alcanza la menopausia, va aumentando el riesgo de cáncer de mama, 

debido a la prolongada exposición a estrógenos endógenos31. El nivel de estrógenos 

circulantes en mujeres postmenopáusicas se asocia con el riesgo de cáncer de mama32. 

Las mujeres obesas tienen mayor conversión periférica de estrógenos a nivel suprarrenal 

y más riesgo de cáncer de mama y la castración o la toma de antiestrógenos como 

tamoxifeno parece reducir dicho riesgo33.  

 

 Todas estas situaciones mencionadas anteriormente establecen una asociación 

causal entre niveles elevados de estrógenos y el riesgo de cáncer de mama, pero sin 

embargo dichos datos se han obtenido en su mayoría de estudios observacionales, y son 

pocos los estudios prospectivos que han analizado dicha relación. 

 

o Factores hormonales exógenos: 

 

 El uso de anticonceptivos orales y su asociación con el riesgo de desarrollar 

cáncer de mama es un tema abierto. Un metaanálisis34 encontró un ligero aumento del 

riesgo de 1,24 pero hay estudios prospectivos que no han encontrado una clara 

asociación35.  La terapia hormonal sustitutiva durante corto periodo de tiempo parece no 

incrementar el riesgo de cáncer de mama, no así si esta se toma durante largos periodos 

de tiempo36. 

 

o Factores dietéticos: 

 

 Existe una relación entre el índice de masa corporal y el riesgo de cáncer de 

mama en mujeres postmenopáusicas, así como también con la ingesta de grasa37. La 

actividad física podría ser un factor protector38. También otros factores como la ingesta 

de alcohol se han asociado a cáncer de mama39. 
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o Radiaciones ionizantes: 

 

 Los efectos de la radiación en el parénquima mamaria son dosis-dependiente. La 

exposición a radiaciones ionizantes a edad joven, sobre todo entre 10-14 años, se asocia 

a mayor riesgo de cáncer de mama40, debido a la particular sensibilidad del parénquima 

mamario prepuberal y puberal a los efectos carcinógenos de la radiación. Las dosis 

bajas, como las usadas en los medios radiológicos diagnósticos no se asocian con un 

riesgo incrementado de cáncer de mama. Las dosis moderadas, como las que se emplean 

en las tomografías de tórax tras neumotórax realizados como tratamiento de tuberculosis 

se han asociado a un incremento significativo de cáncer de mama41. Las altas dosis, 

como las utilizadas durante la radiación tipo “mantle” en el tratamiento de los linfomas 

de Hodgkin, se asocian con un incremento significativo de cáncer de mama42. 

 

 

• Modelos de estimación de riesgo de cáncer de mama 

 

 En los últimos años se han establecido varios modelos, mediante la combinación 

de múltiples factores de riesgo, que nos permiten estimar de una manera cuantitativa el 

riesgo individual de una mujer de padecer cáncer de mama. Entre los más utilizados 

tenemos el modelo de Gail43 y el de Claus44.  

 

 El modelo de Gail fue publicado en 1989 y considera las siguientes variables: 

número de familiares de primer grado con cáncer de mama, edad del primer embarazo a 

término, edad de menarquia, número de biopsias mamarias y la presencia de hiperplasia 

atípica. Este modelo no ha sido validado en todos los subgrupos de población, y en 

mujeres jóvenes o con predisposición genética para el cáncer de mama puede 

subestimar el riesgo.  

 

 El modelo de Claus, publicado en 1994, estima el riesgo en intervalos de 10 años 

para mujeres con familiares afectos de cáncer de mama de primer o de segundo grado y 

se acerca más al riesgo familiar y hereditario que el modelo anterior.  

 

 El Instituto Nacional de Cáncer de los Estados Unidos ha simplificado la 

estimación del riesgo de cáncer de mama mediante el desarrollado un modelo 
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computerizado de fácil manejo al que se puede acceder a través de una página en la red 

(http://brca.nci.nih.gov/brc). Sin embargo, hay que considerar que todos los modelos 

desarrollados para el cálculo del riesgo de cáncer de mama son orientativos ya que 

presentan importantes limitaciones al no considerar todos los factores de riesgo 

posibles.  

 

 

• Enfoque del paciente con cáncer de mama 

 

 La primera manifestación clínica del cáncer de mama suele ser la aparición de 

una masa indolora, o bien retracción del pezón con o sin galactorrea, y en etapas más 

avanzadas, retracción de la piel, edema cutáneo y ulceración. Ante estos hallazgos se ha 

de hacer una exploración de la mama por cuadrantes para la detección de nódulos o 

masas y palpación ganglionar. El paso siguiente suele ser la realización de una 

mamografía, que aporta una sensibilidad del 90% y una especificidad del 94%. La 

ecografía y la resonancia mamaria pueden ser de ayuda en algunos casos. Ante toda 

paciente con masa mamaria palpable o alteración mamográfica se ha de buscar un 

diagnóstico anatomopatológico. Inicialmente se puede hacer una punción aspiración con 

aguja fina o un tru-cut con aguja gruesa que permite la obtención de un cilindro de 

material. El diagnóstico del cáncer de mama se basa en la biopsia. Esta nos clasificará al 

tumor en carcinoma  intraductal “in situ”o en carcinoma infiltrante, con sus variantes 

ductal, lobulillar, mucinoso, medular, papilar, coloide o tubular. El informe patológico 

incluye el tipo histológico de la neoplasia, el grado, las dimensiones, el estado de los 

márgenes, la presencia o no de invasión vascular o linfática, el estado de los receptores 

hormonales de estrógenos y progesterona y el análisis del HER2. Habitualmente se 

realiza un estudio de extensión que suele constar de hemograma y bioquímica, 

radiografía de tórax, ecografía de abdomen y gammagrafía ósea. Tras esto, el tumor se 

estadifica mediante la clasificación TMN (del inglés tumor, node, metastases), según el 

tamaño tumoral, la afectación ganglionar y la presencia o no de metástasis45. La 

estadificación del cáncer permite clasificar grupos con un pronóstico similar, 

seleccionar el tratamiento más correcto para cada caso y comparar los resultados de 

distintas series y modalidades de tratamiento. En primer lugar se lleva a cabo una 

estadificación clínica que se basa en los resultados de la exploración clínica y de las 

pruebas complementarias, y posteriormente se realiza la estadificación patológica, 
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según los hallazgos encontrados en la pieza tumoral tras su extirpación quirúrgica. La 

clasificación del cáncer de mama se va actualizando periódicamente dado el avance en 

las técnicas diagnósticas como el ganglio centinela, inmunohistoquímicas y 

moleculares. La última clasificación se ha consensuado por el American Joint Committe 

on Cancer y se publicó en el año 200246.  

 

 

• Tratamiento 

 

 Una vez establecido el diagnóstico el tratamiento depende del estadio de la 

enfermedad. El manejo del cáncer de mama no diseminado se basa en la combinación 

de tratamiento local sobre la mama y áreas ganglionares regionales junto con 

tratamiento sistémico. Los pilares del tratamiento local son la cirugía radical o cirugía 

conservadora más radioterapia. El tratamiento sistémico se basa en la aplicación de 

quimioterapia, hormonoterapia o ambas.  

 

o Tratamiento local: cirugía y radioterapia 

 

 La cirugía ha cambiado drásticamente en los últimos 20 años,  permitiendo 

realizar intervenciones menos agresivas, que han pasado desde la mastectomía radical 

convencional con resección de la mama y los músculos pectorales, a la mastectomía 

radical modificada tipo Madden, preservando el pectoral mayor y con mejor resultado 

estético, hasta la cirugía conservadora mediante cuadrantectomía o tumorectomía, 

asociando radioterapia posterior para erradicar enfermedad residual o multifocal. La 

linfadenectomía axilar se realiza rutinariamente y es un procedimiento 

fundamentalmente diagnóstico, con un valor terapéutico no del todo aclarado. Todas 

estas técnicas quirúrgicas ofrecen supervivencia similar47. Si se ha procedido a un 

tratamiento con cirugía conservadora, posteriormente se ha de administrar radioterapia, 

que logra reducir el riesgo de recaída local ipsilateral de un 39% a un 14%48. Si se ha 

realizado mastectomía, no en todos los casos estará indicada la administración con 

radioterapia. El riesgo de recurrencia de la enfermedad tras la mastectomía se relaciona 

con el número de ganglios axilares afectados. La irradiación postmastectomía reduce en 

dos tercios el riesgo de recaída local, sin embargo no ha demostrado un beneficio a 

largo plazo en la supervivencia, debido al incremento de la  mortalidad a largo plazo no 
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relacionada con el cáncer de mama, asociada sobre todo a efectos cardiovasculares49.  

Para las mujeres con alto riesgo de recaída, el beneficio de la radioterapia sobrepasa los 

efectos secundarios de ésta, sobre todo en el grupo de mujeres de cuatro o más ganglios 

linfáticos. Con las nuevas técnicas de planificación y administración de la radioterapia 

se puede disminuir el riesgo de los efectos cardiovasculares tardíos y otras 

complicaciones asociadas a dicho tratamiento. 

 

o Tratamiento sistémico: quimioterapia y hormonoterapia 

 

 Tras un tratamiento local, más del 60% de las pacientes morirán finalmente a 

causa de la diseminación de la enfermedad. La mayor amenaza del cáncer de mama es 

la presencia de metástasis a distancia. El control locorregional permite disminuir el 

riesgo de recaída local y la fuente de metástasis, pero para la eliminación de metástasis 

ocultas, se requiere de un tratamiento sistémico. El tratamiento sistémico, cuya base es 

la quimioterapia y la hormonoterapia, ha demostrado reducir el riesgo de recaída de la 

enfermedad y el de muerte por cáncer de mama en un 10%50. Los factores pronósticos, 

sobre todo la afectación linfática axilar, el tamaño tumoral, el grado histológico, la edad 

y el estado hormonal, que comentaremos más adelante en extenso, van a determinar 

cual es el tratamiento idóneo a realizar en el cáncer de mama localizado. El tratamiento 

con quimioterapia ha demostrado beneficio en todos los grupos de pacientes, siendo éste 

mayor en los grupos de más riesgo. Así pues, en mujeres menores de 50 años el 

beneficio en la supervivencia a los 10 años es del 7% si los ganglios son negativos y del 

11% si son positivos, mientras que si la mujer tiene más de 50 años el beneficio es un 

2% si no tiene afectación axilar y de un 3% si la presenta51. En la actualidad no existe 

un régimen considerado estándar de tratamiento con quimioterapia. Las combinaciones 

de quimioterápicos son más eficaces que la monoterapia. La duración del tratamiento 

debe ser entre 4 y 6 meses. En pacientes con receptores hormonales positivos, la 

combinación secuencial de quimioterapia y tratamiento hormonal produce efectos 

terapéuticos aditivos. Los regímenes de tratamiento con antraciclinas aportan 

superioridad en eficacia respecto a aquellos que no las contienen52. Las combinaciones 

con taxanos han demostrado, en determinados grupos de pacientes beneficio en 

supervivencia52. Todavía está por aclarar el papel del anticuerpo monoclonal 

trastuzumab en la adyuvancia de las pacientes con sobreexpresión del receptor HER-253. 

El tratamiento con quimioterapia se puede aplicar también de manera neoadyuvante, 
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previo al tratamiento local, con objeto de facilitar la cirugía conservadora de la mama, 

sin comprometer la supervivencia54.  

 

 El tratamiento hormonal pretende reducir la estimulación estrogénica sobre el 

crecimiento de las células tumorales con dependencia hormonal. En mujeres 

postmenopáusicas la aplicación del tratamiento hormonal reduce el riesgo de muerte un 

11% en el grupo de edad entre 50-59 años y un 33% entre las pacientes de 60-69 años.  

Tras cinco años de tratamiento adyuvante con tamoxifeno el riesgo de cáncer de mama 

contralateral se reduce en un 50%55. El tratamiento clásico en la adyuvancia hormonal 

ha sido el tamoxifeno, pero en la actualidad se están incorporando también los 

inhibidores de la aromatasa. En mujeres premenopáusicas el tratamiento hormonal 

consigue una reducción del 32% en el riesgo de muerte, disminución del riesgo de 

recaída y de cáncer de mama contralateral55. El tratamiento hormonal en la mujer 

premenopáusica incluye la ablación ovárica (mediante cirugía o radioterapia, que está 

actualmente en desuso), análogos LH-RH (hormona liberadora de gonadotrofinas) y 

tamoxifeno. 

 

 Las pacientes con cáncer de mama metastásico tienen una supervivencia 

limitada, en torno a 18-24 meses, y son candidatas a recibir tratamiento sistémico con 

quimioterapia u hormonoterapia, dependiendo de la agresividad clínica de la 

enfermedad, la afectación visceral, los síntomas presentes y el estatus hormonal. Las 

metástasis suelen localizarse en hueso, pulmón, hígado y cerebro. El objetivo del 

tratamiento es el control de la enfermedad y el mantenimiento o mejora de la calidad de 

vida.  

 

 

• Seguimiento 

 

 Las mujeres que han tenido un cáncer de mama tienen riesgo de recaída durante 

toda su vida, por lo tanto se recomienda que realicen seguimientos clínicos periódicos. 

Este riesgo es más elevado durante los primeros cinco años tras el diagnóstico. Además 

también presentan riesgo de desarrollar un segundo tumor en la mama contralateral. Los 

objetivos del seguimiento son la detección y tratamiento de la recaída potencialmente 

curable, evaluación de segundos tumores primarios de mama y reconocimiento y control 
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de las secuelas de los tratamientos administrados. Sin embargo no se ha demostrado que 

el diagnóstico precoz de la recaída sistémica produzca beneficio en la supervivencia de 

las pacientes afectadas. Un seguimiento más intensivo, consistente en gammagrafía 

ósea, radiología de tórax, ecografía abdominal y analítica logra la anticipación del 

diagnóstico de la recaída sistémica respecto a un seguimiento basado en exploración 

clínica y mamografía, pero dado que se trata de una situación clínica no curativa, no se 

ha demostrado beneficio en supervivencia ni en calidad de vida56,57. Incluso usando 

otras  técnicas diagnósticas como la TAC (tomografía axial computerizada) o el PET 

(tomografía por emisión de positrones) tampoco parece evidenciarse mejoría en la 

supervivencia58. La determinación de marcadores séricos permite también la detección 

precoz de la recaída sistémica, aun sin enfermedad clínica evidenciada por las 

exploraciones complementarias rutinarias, e incluso en estos casos el tratamiento 

oncológico precoz no ha demostrado beneficio59.  

 

 No existen estudios aleatorizados que nos indiquen cual es la periodicidad que se 

ha de seguir para realizar el seguimiento de las pacientes diagnosticadas de cáncer de 

mama. La mayoría de las recaídas se producen entre 3 y 10 años tras el diagnóstico y el 

riesgo va disminuyendo posteriormente, aunque se pueden producir recaídas tras más de 

15 años desde el diagnóstico60. Diversos grupos establecen distintas recomendaciones 

sobre el seguimiento del cáncer de mama. La American Society of Clinical Oncology 

recomienda autoexploración mamaria mensual, examen físico cada 3-6 meses los 

primeros 3 años y cada 6-12 meses los siguientes 2 años y después anual a partir del 5º 

año, mamografía anual y exploración ginecológica anual61. De forma rutinaria no 

recomienda el uso de marcadores, analíticas ni otros estudios radiológicos. 

 

 

• Cribaje del cáncer de mama 

 

 El cáncer de mama lo suele detectar la propia enferma notando la presencia de 

un nódulo en la mama o bien en los programas de cribaje con mamografía.  

 

 En la actualidad existen cuatro métodos comúnmente usados para el cribaje del 

cáncer de mama:  
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 - la autoexploración: no existen datos de que la autoexploración mamaria 

reduzca la mortalidad por cáncer de mama62. 

 

 - la exploración clínica mamaria: ha demostrado su valor en el cribaje del cáncer 

de mama, sobre todo en mujeres con síntomas, aunque en menor medida que la 

mamografía63. 

 - la mamografía: el cribaje con mamografía ha demostrado que es capaz de 

reducir la mortalidad por cáncer de mama en torno al 20-30%, aunque los datos son 

menos claros en las mujeres menores de 50 años y en mayores de 7064. 

 

 - la resonancia magnética nuclear está adquiriendo cada vez un papel más 

relevante, sobre todo en mujeres jóvenes o en mujeres con mutaciones en los genes de 

predisposición al cáncer de mama BRCA1 o BRCA2, grupos donde la sensibilidad de la 

mamografía es más baja65. Sin embargo todavía no hay datos que demuestren aumento 

de la supervivencia en estos grupos.  

 

 Las guías internacionales ofrecen distintas recomendaciones66,67 pero en general 

éstas se basan en examen físico anual que incluya exploración clínica mamaria, y una 

mamografía anual o cada dos años para mujeres mayores de 40-50 años y hasta que la 

expectativa de vida sea menor de 10 años. Las mujeres más jóvenes pero con historia 

familiar u otros factores de riesgo deberían comenzar el cribaje a edades más tempranas.  

 

 El desarrollo de programas de detección precoz está facilitando el diagnóstico en 

estadios muy precoces de desarrollo, incluso "in situ". El aumento del número de casos 

de cáncer de mama invasivo ha ido paralelo al aumento del número de casos de cáncer 

de mama in situ diagnosticados, especialmente del carcinoma ductal in situ, debido al 

amplio uso de la mamografía como método de cribaje68. 
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FACTORES PRONÓSTICOS Y CÁNCER DE MAMA 

 

• Importancia de los factores pronósticos 

 

 Todas las pacientes con cáncer de mama no tienen la misma evolución. Hay 

determinados factores de los tumores y del paciente que condicionan que unos pacientes 

tengan largas supervivencias y que otros recaigan de una forma precoz y tengan una alta 

mortalidad. La identificación de estos factores ayuda a pronosticar la evolución de la 

enfermedad. En base a lo expuesto se ha elaborado el concepto de factor pronóstico. Un 

factor pronóstico es una variable medida en cada uno de los pacientes de forma 

individual y que, por sí sola o en combinación con otras variables permite predecir la 

diferente evolución de cada uno de los individuos que componen una misma población. 

Conforme éstos van siendo identificados, podemos explicarnos una diferente respuesta 

en distintos pacientes, con la misma enfermedad, ante un mismo tratamiento, que 

justifique una evolución y una supervivencia específicas. Un factor pronóstico, para ser 

considerado útil, debe tener valor predictivo significativo e independiente; ha de ser 

validado con pruebas clínicas; su determinación debe ser fácil, reproducible y 

ampliamente disponible, con controles de calidad; debe ser fácilmente interpretable por 

el médico y ha  de tener implicaciones terapéuticas. La identificación de factores 

pronósticos permite predecir la evolución de una enfermedad, mejorar la selección de 

los tratamientos más óptimos de acuerdo al riesgo de la propia enfermedad, y además, 

mejorar el diseño de los ensayos clínicos al definir criterios para la selección de las 

pacientes y su estratificación por grupos de riesgo69. En pacientes con cáncer de mama, 

nos puede permitir estimar el riesgo de recaída y prever la supervivencia. 

 

 Una vez diagnosticado un cáncer de mama, es importante determinar los factores 

pronósticos que se puedan asociar con el riesgo de recidiva. El más importante es el 

estadiaje tumoral, basado en la clasificación TNM. El grado histológico y la presencia 

de receptores hormonales deben ser evaluados en todo tumor. La presencia de invasión 

vascular y linfática también resulta útil. La determinación de HER2 indica peor 

pronóstico, aunque todavía no se considera determinante para la indicación de 

tratamiento adyuvante. La presencia de micrometástasis en ganglios linfáticos, sangre o 

médula ósea, detectada mediante técnicas moleculares como la reacción en cadena de 
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polimerasa (PCR), o técnicas inmunohistoquímicas se ha mostrado como un factor de 

mal pronóstico en estudios retrospectivos, sin embargo no está claro que sea un factor 

pronóstico independiente ya que se ha asociado a otros factores adversos. 

 

 

• Factores pronósticos establecidos en cáncer de mama 

 

o Afectación ganglionar axilar 

 

 Es la variable pronóstica más importante en el cáncer de mama para determinar 

la supervivencia y la recaída. Debe conocerse el número total de ganglios aislados, el 

número de afectados y su tamaño, la existencia y tamaño de las micrometástasis, el área 

mayor de invasión ganglionar y la afectación capsular si existe. La supervivencia a los 5 

años sin afectación ganglionar es del 82%, comparado con el 73% si tienen entre 1-3 

ganglios afectados y del 45% entre 4-12.  La probabilidad de recaída y de mortalidad 

empeora a medida que aumenta el número de ganglios axilares afectados70. 

 

o Tamaño tumoral  

 

 Se correlaciona con la presencia y el número de ganglios axilares afectados y es 

un factor pronóstico independiente. Un mayor tamaño tumoral se asocia a mayor 

número de recaídas a distancia. La supervivencia libre de enfermedad a los 20 años es 

del 88% para tumores menores de 1 cm y de 59% para tumores entre 3 y 5 cm. Es el 

factor pronóstico más importante en las pacientes sin afectación axilar71. 

 

o Tipo histológico  

 

 Las características patológicas del tumor tienen significación pronóstica. 

Algunos tipos histológicos de cáncer mamario están asociados a un curso clínico 

favorable, como el carcinoma tubular, coloide, papilar y medular y, tienen un pronóstico 

más favorable que el carcinoma ductal o lobulillar infiltrante, aunque su incidencia es 

menor72.  
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o Grado de malignidad histológica  

 

 Es estimado mediante la escala de Bloom-Richardson, mide el número de 

mitosis, la formación de túbulos y la morfología celular, nos permite clasificar a los 

tumores en bien diferenciados, moderadamente diferenciados y mal diferenciados. Las 

pacientes con alto grado histológico tienen un riesgo relativo de recaída de 4,4 respecto 

de las que tienen un bajo grado73. 

 

o Invasión vascular y linfática 

 

 Tiene importancia pronóstica en el riesgo de recaída local y a distancia. En 

estadios iniciales, la recaída de pacientes con afectación vascular o linfática es del 38% 

comparado con el 22% en los casos sin dicha afectación74.  

 

o Índice de proliferación  

 

 La actividad proliferativa de las células tumorales está relacionada con el 

pronóstico. Cuanto más alto es el índice de proliferación tumoral, más agresivo es el 

tumor y mayores son las posibilidades de producir metástasis a distancia. La 

determinación del índice de proliferación se realiza mediante diversos procedimientos 

sobre el tejido tumoral. Estos marcadores incluyen la fracción de células en fase S, el 

índice de incorporación de timidina, el índice mitótico y el análisis inmunohistoquímico 

usando anticuerpos contra antígenos de proliferación como el Ki-67 y el antígeno 

nuclear de proliferación celular (PCNA). La citometría de flujo es útil en la 

determinación de la fracción en fase S y de la ploidía. La estimación de la fase S del 

ciclo celular permite diferenciar tumores con elevada fracción de células en esta fase, 

que se correlacionan con los tumores más proliferativos. Existe una relación entre una 

elevada tasa de mitosis y la presencia de aneuploidía y por tanto de indiferenciación y 

comportamiento tumoral agresivo. El Ki-67 es un antígeno nuclear presente en las fases 

proliferativas del ciclo celular (G1, S, G2, M) y ausente en la fase de reposo celular (G0), 

y es la determinación inmunohistoquímica habitual para conocer el índice de 

proliferación. También el PCNA, proteína que juega un papel en el inicio de la 

proliferación incrementando la ADN polimerasa, expresa sus niveles más elevados en 

fases S, G2 y M, participa en la síntesis del ADN (ácido desoxirribonucleico), y se 



  Introducción 

 19

relaciona con los niveles de Ki-67. Existe una correlación muy alta entre la tinción 

positiva de estos anticuerpos y la determinación de la fase S por citometría de flujo, así 

como con el índice mitótico y el grado nuclear. Hay estudios que relacionan estos 

factores con la supervivencia de las pacientes con cáncer de mama75,  pero muchos de 

estos estudios presentan limitaciones por falta de consistencia metodológica y de 

información respecto a otras variables pronósticas. 

 

o Receptores hormonales de estrógenos y progesterona 

 

 Son un factor pronóstico y predictivo de respuesta al tratamiento hormonal. Su 

presencia suele coincidir con tumores bien diferenciados que presentan un bajo índice 

de proliferación y se asocian a un mejor pronóstico. Algunos estudios no han objetivado 

una clara relación con la supervivencia y otros han encontrado una diferencia de 

supervivencia de 82% a los cinco años si los receptores son negativos frente a 92% si 

son positivos76. 

 

 

• Necesidad de nuevos factores pronósticos 

 

 El estadio patológico de la enfermedad asociado a la valoración de determinadas 

características patológicas, como el tamaño tumoral, la afectación ganglionar, los 

receptores hormonales, el tipo histológico, el grado y la presencia de invasión vascular 

resultan esenciales para determinar el pronóstico e indicar el tratamiento en el cáncer de 

mama. Alrededor del 65% de las pacientes con cáncer de mama se diagnostican sin 

metástasis ganglionares, evolucionando favorablemente un 70% de ellos después del 

tratamiento quirúrgico, incluso sin terapia sistémica adyuvante. La identificación del 

30% restante, que presentarán recidiva o progresión de la enfermedad y que podrían 

beneficiarse de tratamientos más agresivos, no se consigue con los factores pronósticos 

clásicos lo que ha justificado la búsqueda de nuevos factores pronósticos77. 

 

 Periódicamente aparecen factores pronósticos nuevos de discutida utilidad 

clínica en Oncología. Las tecnologías implicadas en el desarrollo de éstos, incluyen 

estudios de fenotipo con técnicas de inmunohistoquímica, detectando productos 

nucleares o citoplasmáticos relacionados con oncogenes y genes supresores. Diversas 
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técnicas de biología molecular han sido también aplicadas al estudio en tejidos, 

analizando directamente el genotipo de la neoplasia. Aunque se han descrito en la 

literatura más de 100 posibles factores pronósticos, no todos se pueden considerar 

suficientemente caracterizados o validados.  

 

 En general, para establecer la utilidad de un factor pronóstico, éste se debe 

validar tanto en aspectos técnicos como clínicos. La técnica de estudio debe ser 

sensible, específica y reproducible, y los resultados deben ser interpretables fácilmente 

para el clínico. Para ello se requiere disponer de suficientes estudios clínicos con 

seguimiento de pacientes, metodología superponible y resultados significativos. El 

factor pronóstico debe identificar subgrupos de pacientes con diferentes probabilidades 

de recaída, mortalidad o respuesta al tratamiento, independientemente de otros factores. 

 

 

• Factores pronósticos moleculares 

 

 Las nuevas técnicas de inmunohistoquímica y biología molecular permiten  

profundizar en el conocimiento del fenotipo y del genotipo de las neoplasias, y su 

correlación con la evolución biológica78. La utilización de estas técnicas abre la 

posibilidad de identificar otros factores pronósticos de marcado carácter molecular. 

Entre los cambios moleculares más frecuentes detectados en células tumorales se 

encuentran oncogenes cuya amplificación o sobreexpresión se relaciona con mayor 

agresividad tumoral (HER, Ciclinas…) y genes supresores como el TP53 y RB, con 

funciones críticas en el control del ciclo celular, cuyas alteraciones se asocian también a 

neoplasias más agresivas. Los oncogenes, secuencias del genoma que tienen función 

reguladora del crecimiento celular, juegan un papel fundamental en la carcinogénesis.  

 

 En el cáncer de mama, se puede determinar el grado de expresión o actividad 

funcional de determinados genes implicados en carcinogénesis, y que pueden tener 

valor como factores pronósticos. Destacamos los siguientes: 

 

 - El protooncogén c-erbB-2 codifica una proteína del receptor del factor de  

crecimiento epidérmico, y su sobreexpresión es un indicador fiable de pronóstico 

desfavorable, asociándose a agresividad tumoral, aumento de recurrencias y mortalidad 
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en pacientes con afectación ganglionar. En pacientes sin afectación ganglionar su 

influencia es más variable79. Tiene una aplicación clínica destacada, pues a su vez es un 

factor predictivo de respuesta al anticuerpo trastuzumab. Se asocia a ausencia de 

receptores hormonales y a un mayor índice de duplicación y aneuploidía. 

 

 - La uroquinasa activadora de plasminógeno es una serina quinasa que convierte 

el plasminógeno en plasmina. Se encuentra involucrada en la invasión, degradando la 

matriz extracelular, requisito para que se produzca la invasión y metástasis. El aumento 

de sus concentraciones en el cáncer de mama está asociado a mal pronóstico80. 

 

 - El gen supresor TP53 interviene en el control de la duplicación celular y la  

apoptosis. Su alteración es el cambio genético más común en los tumores. Su 

inmunopositividad se considera un factor pronóstico independiente, asociándose con 

tumores de mayor tamaño y alto grado, y es un indicador de mala respuesta a la 

hormonoterapia y a un menor intervalo libre de enfermedad81. 

 

 - El oncogén c-myc se expresa con poca frecuencia en tumores mamarios y es un  

signo de mal pronóstico, su amplificación y la expresión aumentada de la proteína 

codificada por el gen está relacionada con mal pronóstico tanto en el carcinoma 

lobulillar como en el ductal. No presenta asociación con otros factores pronósticos. 

Cuando el gen c-myc no está alterado, la presencia de su proteína se relaciona con una 

baja incidencia de metástasis en los ganglios axilares82. 

 

 - El oncogén Bcl-2 está implicado en el control del mecanismo de muerte celular  

programada o apoptosis. Se relaciona con menor grado nuclear, mayor diferenciación, 

positividad de receptores de estrógenos y un pronóstico más favorable83. 

 

 - El gen del retinoblastoma es un gen supresor con funciones esenciales en el  

control del ciclo celular. Descrito inicialmente en casos de retinoblastoma ocular, se ha 

relacionado posteriormente con diversas formas frecuentes de cáncer y algunos autores 

han asociado alteraciones en su patrón de expresión con el pronóstico del cáncer de 

mama, relacionándose con grados histológicos más altos y estadios más avanzados de la 

enfermedad84. 
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 - El gen Nm23 se expresa extensamente en tejidos normales así como en células 

tumorales con capacidad metastásica disminuida. El descenso en la expresión de este 

gen se relaciona con grados histológicos más agresivos, niveles más bajos de receptores 

hormonales y presencia de metástasis ganglionares85. 

 

 - El gen MDR codifica la glicoproteína-P, una proteína transmembrana asociada 

con la resistencia intrínseca y adquirida frente a ciertos agentes quimioterápicos. Los 

cánceres de mama que tienden a responder a la quimioterapia, tienen baja expresión de 

la proteína, mientras que una mayor expresión se correlaciona con una peor respuesta a 

los agentes quimioterápicos86. 

 

 - Análisis del perfil de la expresión génica. La expresión de muchos genes puede  

ser usada como marcador pronóstico. Los microarrays permiten analizar miles de genes, 

y obtener la llamada firma molecular del tumor basada en la expresión de un número de 

genes seleccionados, habitualmente entre 50-100. Estudios iniciales han demostrado la 

asociación de un perfil génico de mal pronóstico en relación con la supervivencia87, 

pero estos datos son preliminares y deben ser confirmados.  

 

 

 Otros marcadores no genómicos que se pueden encontrar alterados en pacientes 

con cáncer de mama son los siguientes: 

 

 - Ciclina E. Regula la transición de la fase G1 a S, siendo necesaria para la  

proliferación y diferenciación normal de la mama. Existe relación entre su 

sobreexpresión y peor supervivencia88. 

 

 - Catepsina-D. Es una proteasa lisosomal acídica de síntesis estrógeno- 

dependiente, su positividad se relaciona con la presencia de receptores hormonales y 

está presente en los tejidos normales y sobreexpresada en algunos carcinomas de mama. 

Interviene en los procesos de invasión y metástasis y algunos estudios la relacionan con 

mayor agresividad tumoral y capacidad invasora del tumor por su actividad promotora 

del crecimiento y proteolisis extracelular. Su valor pronóstico es dudoso89. 
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 - Proteína pS2. Está relacionada con el nivel de estrógenos, se relaciona con la  

angiogénesis y es indicadora de buena respuesta a la terapia hormonal y mayor 

supervivencia90. 

 

 - Proteínas de shock térmico: HSP27 y HSP70. Se relacionan con la 

proliferación celular, diferenciación y angiogénesis91. 

 

 - E-cadherina. Es una proteína de adhesividad intercelular y su expresión se  

relaciona inversamente con la diferenciación. Su pérdida indica mayor motilidad y 

agresividad de la célula tumoral92. 

 

 - Receptor de laminina y colagenasa tipo IV. La detección inmunohistoquímica  

de ambas proteínas se ha correlacionado con un mayor potencial metastásico en cáncer 

de mama y en otros cánceres93. 

 

 - Detección de micrometástasis. Se basa en el empleo de técnicas de estudio en  

busca de poblaciones celulares metastásicas poco representadas y no detectables en el 

examen microscópico convencional, mediante el empleo de estudios  

inmunohistoquímicos con anticuerpos anti-queratinas de distinto peso molecular u otros 

marcadores epiteliales en secciones seriadas de los ganglios linfáticos disecados. Estos 

pacientes con micrometástasis tendrían mayor riesgo de progresión y una reducción de 

la supervivencia. Mediante un método inmunohistoquímico similar se pueden detectar 

micrometástasis en la médula ósea y predecir la recurrencia en estadios iniciales de 

cáncer de mama y la evaluación y seguimiento de la respuesta a quimioterapia en 

estadios avanzados 94 . 

 

 

• Marcadores tumorales séricos como factores pronósticos 

 

 Aparte de estas alteraciones moleculares comentadas, la mayoría de las cuales 

no tienen un valor aplicado en la práctica clínica diaria, se han estudiado múltiples 

sustancias cuya concentración en sangre aumenta en las pacientes con cáncer de mama. 

Conocidos como marcadores tumorales séricos, y de gran impacto en otros tumores 

como, tumores germinales, próstata o colon, en el cáncer de mama no han demostrado 
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un valor contrastado. Los marcadores tumorales se definen como sustancias que se 

pueden medir cuantitativamente, por métodos inmunohistoquímicos o bioquímicos, en 

tejidos o fluidos biológicos sugiriendo presencia tumoral. Pueden ayudar a establecer la 

extensión tumoral, monitorizar la respuesta al tratamiento, predecir el pronóstico y, 

mediante su monitorización periódica durante el seguimiento de las pacientes, alertarnos 

ante una posible recidiva de la enfermedad. Además tienen la ventaja de ser objetivos, 

reproducibles, fáciles de obtener (una muestra de sangre) y en algunos casos coste-

efectivos. 

 

 Los principales marcadores séricos en cáncer de mama son los relacionados con 

el gen MUC-1 (como el CA 15.3 y el CA 27.29) y el CEA (antígeno 

carcinoembrionario): 

 

 - CA 15.3: Es posiblemente el marcador más usado en cáncer de mama. Su  

elevación parece indicar peor pronóstico y puede ser un indicador de recaída. No es 

muy específico pues se eleva en el 5-6% de personas sanas, y también en otros tumores. 

En sólo un tercio de las recaídas se eleva el marcador. Su uso en el seguimiento de 

pacientes con cáncer de mama puede llevar a sobrediagnóstico y demoras en el tiempo. 

Si el marcador está elevado y no hay confirmación de enfermedad metastásica, la 

decisión de tratar o no al paciente es difícil95. 

 

 - CA 27.29: Proporciona similares resultados que el CA 15.3. y parece más  

sensible96 por lo que en algunos países lo ha sustituido. 

 

 - CEA: Es uno de los primeros marcadores en ser identificados y caracterizados.  

Se ha relacionado con mal pronóstico. Y podría ser útil en el seguimiento y en la 

monitorización del tratamiento. Estudios prospectivos no han validado su utilidad, ni en 

asociación con otros marcadores como el CA 15.397. 

 

 - Otros marcadores como hidroxiprolina, poliaminas, gonadotropina coriónica  

beta, calcitonina, caseína, proteína del líquido intraquístico son inespecíficos y no tienen 

ninguna aplicación en el cáncer de mama. 
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 La sensibilidad de los marcadores tumorales séricos en pacientes con cáncer de 

mama inicial es baja, en torno al 15-35%, y no son útiles para el cribaje ni para el 

diagnóstico. Niveles bajos en pacientes con sospecha de cáncer de mama no excluyen la 

presencia de la enfermedad y, por otra parte, altos niveles de un marcador en pacientes 

con cáncer de mama casi siempre indican la presencia de enfermedad metastásica98.  

 

 A nivel pronóstico, la presencia de marcadores séricos como CEA y CA 15.3 

está relacionada con el estadio tumoral, con el tamaño y la afectación ganglionar. No 

está claro si estos marcadores son un factor pronóstico independiente.  

 

 Las determinaciones de marcadores son útiles en la detección precoz de las 

recaídas en pacientes con cáncer de mama y sin evidencia de enfermedad. Pueden 

detectar entre el 40-60% de las recaídas todavía sin evidencia clínica o radiológica de la 

enfermedad. Su sensibilidad está relacionada con el lugar de recaída. Siendo poco 

eficaces en las recaídas locorregionales y más útiles en las metástasis a distancia, sobre 

todo a nivel óseo y hepático. La especificidad de los marcadores para la detección de la 

recaída en el seguimiento de pacientes sin evidencia de enfermedad es alta, sin embargo 

su beneficio en términos de supervivencia no está demostrado.  

 

 La aplicación principal en pacientes con enfermedad avanzada es la 

monitorización al tratamiento. Las pacientes que muestran descensos de los marcadores, 

suelen tener regresión de la enfermedad y a la inversa. Pero, si esta monitorización 

produce beneficio en supervivencia o en la calidad de vida no está demostrado. 

 

 Los datos disponibles en la actualidad resultan insuficientes para justificar el uso 

sistemático de estos marcadores en cáncer de mama y, aunque un incremento de dichos 

marcadores puede predecir una recaída, los estudios clínicos no han logrado establecer 

beneficio en términos de supervivencia, calidad de vida o intervalo libre de progresión. 

La American Society of Clinical Oncology 99 considera que hay insuficientes datos para 

recomendar el uso de marcadores séricos como CA15-3, CA27.29 o CEA para 

despistaje, diagnóstico, estadiaje o seguimiento del cáncer de mama. Aconseja su uso en 

la monitorización del tratamiento de la enfermedad en los casos sin lesiones medibles. 

Otros autores sí que valoran su uso como factor pronóstico, en la detección precoz y en 

la monitorización del tratamiento en enfermedad avanzada100.  
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ÁCIDOS NUCLEICOS TUMORALES Y CÁNCER DE MAMA 

 

• Estudio de las células tumorales y ácidos nucleicos circulantes 

 

 Las alteraciones genéticas comentadas anteriormente se determinan 

habitualmente en el tejido tumoral y esto permite junto al diagnóstico 

anatomopatológico, optimizar la información sobre el tumor en el momento del 

diagnóstico. En la actualidad, estas alteraciones, que en muchos tipos de tumores 

pueden ser interpretadas como marcadores genéticos, se pueden detectar en el suero 

utilizando diversas técnicas moleculares como anticuerpos dirigidos contra moléculas 

inmunológicamente reconocibles. Sin embargo la limitada sensibilidad y especificidad 

de estos métodos, ha llevado a la búsqueda de nuevos procedimientos para la detección 

en sangre periférica de material que fuera representativo del propio material tumoral, 

como pueden ser el análisis de las células tumorales circulantes y de los ácidos 

nucleicos, y a su estudio como posibles factores pronósticos. Ambos pueden estar 

presentes no sólo en pacientes metastáticos sino también en aquellos con enfermedad 

aparentemente localizada101. Se describe brevemente el papel de las células tumorales 

circulante y a continuación el de los ácidos nucleicos, sobre el que se centra el presente 

trabajo. 

 

o Células tumorales circulantes 

 

 Como sabemos, el desarrollo de metástasis es la primera causa de muerte en 

pacientes con cáncer. Dado que este proceso requiere el paso de células tumorales con 

capacidad invasiva por los vasos linfáticos y la sangre, la detección precoz de esas 

células es de gran importancia en los pacientes con tumores sólidos y tiene grandes 

implicaciones en el pronóstico y el tratamiento. Dado el número extremadamente bajo 

de células tumorales circulantes por mililitro de sangre, su detección requiere de 

métodos altamente sensibles, específicos y reproducibles102. Se han intentado 

numerosos métodos de detección de células tumorales en sangre periférica y en médula 

ósea. Estos métodos se basan en la expresión de genes de células epiteliales y de genes 

específicos de un tejido como el antígeno prostático específico, la mamaglobina y la 

tiroglobulina103. En el cáncer de mama metastásico, el nivel de células tumorales 



  Introducción 

 27

circulantes puede ser un predictor de supervivencia libre de enfermedad y de 

supervivencia global104. La proteína mamaglobina, que se expresa en células mamarias 

y se encuentra sobreexpresada en cáncer de mama, podría convertirse en una importante 

herramienta para la detección de micrometástasis circulantes y en médula ósea105. 

 

 Uno de los métodos más fiables para su detección es la inmunocitoquímica. Las 

técnicas para la identificación de células tumorales circulantes se basan en métodos 

inmunocitoquímicos que identifican y caracterizan las células tumorales mediante 

discriminación con citometría de flujo. La determinación de células circulantes 

tumorales no ha sido desarrollada en la rutina clínica, pese a demostrarse útil como 

factor pronóstico106. 

 

 Otro método es la técnica de la transcripción inversa de la reacción en cadena de 

la polimerasa (RT-PCR), que mide la expresión de ARNm (ácido ribonucleico 

mensajero) relacionado con genes específicos del tumor en las células circulantes. 

Aunque este método permite la detección de una célula maligna entre 1x107 células 

mononucleares, su especificidad está limitada por diferencias cuantitativas en la 

expresión entre células tumorales y normales. Un ejemplo es la RT-PCR del ARNm del 

CEA, que parece ser un método aceptable para la detección de células tumorales 

epiteliales circulantes en sangre periférica y en médula ósea, con posible implicación 

pronóstica107. 

 

 Más recientemente, se ha desarrollado un método altamente sensible que 

combina técnicas de citometría de flujo con enriquecimiento inmunomagnético de 

células periféricas mononucleares, permitiendo la detección de 1 célula en 1 ml de 

sangre periférica108.  

 

 Estas técnicas mencionadas, permiten detectar células, que asumimos como 

células tumorales circulantes, basados sólo en la expresión de marcadores de membrana 

epitelial, lo cual puede hacer dudar de su significado, al carecer de especificidad 

tumoral109. 
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o Ácidos nucleicos tumorales circulantes  

 

 Otro método distinto, en lugar de la detección de células, se basa en la detección 

directa de material genético que derive del tumor, extrapolando así la presencia de 

células tumorales circulantes o al menos, la presencia de material genético del tumor en 

la sangre de los pacientes. La determinación de secuencias de ADN y ARN similares a 

las expresadas por las células tumorales es un método que puede indicar la presencia o 

el paso de células tumorales circulantes110. El estudio de éste método será en el que 

centraremos este trabajo.  

 

 La presencia de ADN circulante en suero o plasma es conocida desde mediados 

del siglo pasado, y se estudió preferentemente en pacientes con enfermedades 

autoinmunes y tumorales. Las primeras evidencias del origen tumoral del ADN 

plasmático encontrado en pacientes con cáncer se producen en la década de los 80. 

Posteriormente mediante diversas técnicas se ha comprobado que esas alteraciones 

genéticas encontradas en el ADN circulante son similares a las detectadas en el tumor 

primitivo, sugiriendo así que el origen del ADN circulante es el propio tumor. Es por 

tanto posible detectar la presencia de ADN tumoral en una muestra de sangre periférica. 

Su identificación en el momento del diagnóstico puede tener diferentes implicaciones 

como monitorización de respuesta a tratamiento, factor pronóstico y método de 

seguimiento para la detección precoz de una recidiva. Su principal ventaja sería en la 

detección precoz de una recaída durante el seguimiento. La utilización de la sangre 

periférica como fuente de ácidos nucleicos tumorales es útil por su accesibilidad, 

comodidad y la ausencia de efectos secundarios que pueden presentar otros métodos de 

obtención de material tumoral. Se trata de establecer si puede llegar a ser un buen 

método de seguimiento, de alteraciones moleculares con implicación pronóstica, a tener 

presente a la hora de monitorizar determinados aspectos de la enfermedad tumoral. 

 

 Aunque nos centraremos solamente en la sangre periférica, la determinación de 

las alteraciones del material genético de cada tumor se puede estudiar en otros fluidos 

orgánicos en los que también se expresa como orina, esputo, bilis, heces, y 

posiblemente saliva. 
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• Ácidos nucleicos circulantes y cáncer 

 

o Historia y desarrollo 

 

 La presencia de ácidos nucleicos en sangre periférica fue demostrada en 1948 

por Mandel y Métais111, describiendo ADN y ARN circulante en el suero de individuos 

sanos y enfermos. En 1966, Tan112 demostró la presencia de ADN en pacientes con 

lupus eritematoso sistémico. Posteriormente, se asoció su presencia a enfermedades que 

conllevan destrucción celular como hepatitis, tuberculosis y cáncer. Más tarde, Leon113 

demostró la presencia de ADN circulante en el suero de pacientes con cáncer con 

métodos de radioinmunoensayo y, estableció una relación entre falta de respuesta al 

tratamiento y la persistencia del ADN circulante en la sangre de estos pacientes. En los 

años 80 surgen las primeras evidencias que demuestran el origen tumoral de dicho 

ADN114, estos estudios se confirmarán más adelante al observar la similitud de las 

alteraciones entre el ADN tumoral y el sérico115. 

 

o Origen de los ácidos nucleicos en sangre periférica 

 

Aunque parece demostrado que existe ADN circulante tanto en población sana 

como en pacientes, el mecanismo por el cual el ADN nuclear pierde su confinamiento 

celular y evita la acción enzimática de las nucleasas séricas, no está completamente 

aclarado. Son pocos los estudios concluyentes sobre el tema y, las hipótesis suelen 

basarse en datos indirectos obtenidos durante los estudios de correlación.  En los sujetos 

sanos116, en los que también se puede aislar ADN, pero sin alteraciones, se cree que 

deriva de células sanguíneas como los linfocitos y otras células mononucleares. Al igual 

que en los sujetos sanos, cierta cantidad parece provenir de los linfocitos, ya que ADN 

sin características de ADN tumoral se ha detectado en todos los pacientes estudiados. 

En los pacientes tumorales100 la cantidad de ADN plasmático encontrada es más alta, 

con una media de 180 ng/ml en los diferentes estudios, que en los pacientes no 

tumorales, controles o con enfermedades autoinmunes, que es aproximadamente 14 

ng/ml. La mayor proporción del ADN plasmático aislado en pacientes tumorales deriva, 

presumiblemente, de algún tipo de células malignas como señalan los estudios tanto 

cuantitativos como cualitativos antes mencionados, que demuestran que los niveles de 

ADN circulante no sólo son mayores en pacientes con tumor, sino que además, estos 
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niveles se correlacionan inversamente con la evolución de la enfermedad y con la 

respuesta al tratamiento113, 117, 118. Además, la capacidad de detectar pérdidas de 

heterocigosidad y mutaciones puntuales en genes supresores usando técnicas estándar 

sugiere que el ADN mutado es el subtipo predominante, al menos en el plasma de 

algunos pacientes.  

 

Las explicaciones que justifican la presencia de ADN tumoral en sangre 

periférica son119: a) lisis tumoral: lisis de células tumorales que al alcanzar la 

circulación son destruidas por el sistema inmunitario; b) necrosis tumoral: tras la que 

parte del material genético de la célula tumoral puede alcanzar la sangre; c) apoptosis: 

dado que las características del ADN aislado recuerdan al encontrado en la apoptosis; d) 

liberación espontánea: los ácidos nucleicos se liberan por un mecanismo activo de la 

célula, similar al que se produce en la formación de los exosomas, y que se produciría 

tras la estimulación mitógenica de la célula. 

 

La hipótesis más admitida para la explicación de estos procesos de aparición de 

este ADN es la que relaciona la presencia de ADN tumoral circulante en pacientes con 

neoplasias con la lisis de células tumorales circulantes o liberadas por el tumor. La 

presencia de ADN tumoral circulante podría implicar “invasión vascular” por parte de 

células tumorales. Así, las células derivadas del tumor primario con capacidad invasiva 

que alcancen el torrente sanguíneo desencadenarían la acción del sistema inmunológico 

y, la lisis de dichas células, implicaría la consiguiente liberación del contenido 

intracelular al medio. Diferentes estudios muestran una asociación estadística entre el 

ADN tumoral circulante y la enfermedad avanzada120, 121. Sin embargo, la controversia 

sigue abierta ya que esta hipótesis no aclara las elevadas cantidades de ADN plasmático 

encontradas en algunos pacientes, que únicamente podrían ser justificadas con 

cantidades mayores de células circulantes de las que habitualmente se han descrito, ya 

que según algunos estudios publicados la concentración de ADN libre en plasma podría 

necesitar hasta 1.000 células tumorales circulantes por ml, cifra desproporcionada y que 

nunca se ha encontrado en pacientes con cáncer115, 122. Además, la presencia de ADN 

tumoral en el plasma de pacientes de alto riesgo pero sin evidencia de enfermedad 

tumoral123 y en pacientes con estadios iniciales124, 125 tampoco puede ser explicada 

fácilmente. Así pues, sería lógico asumir que la presencia de ADN tumoral en plasma 
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pudiera deberse a varios mecanismos como necrosis, apoptosis, o bien un mecanismo de 

liberación activa por parte de la célula tumoral. 

 

 La necrosis celular es una de las hipótesis consideradas en el origen del ADN 

circulante. La teoría viene sustentada por el hecho de que tras la radioterapia, los niveles 

de ADN circulante se incrementan considerablemente durante los primeros días 

siguientes al tratamiento118. Además, los niveles séricos de algunos marcadores de 

muerte celular tumoral, como la lactato deshidrogenasa o la enolasa específica neuronal, 

se correlacionan directamente con los niveles de ADN circulante126. Al igual que la lisis 

de células circulantes, esta teoría es insuficiente para explicar la detección de 

alteraciones tumorales en el plasma de pacientes con estadios iniciales o en personas sin 

evidencia de enfermedad clínica. Los resultados de diversos estudios que demuestran la 

existencia de alteraciones tumorales en plasma incluso después de la extirpación 

quirúrgica del mismo127, conjuntamente con otros que demuestran la corta vida del 

ADN libre en el plasma128, indican la necesidad de mecanismos adicionales de 

liberación. 

 

 Los mecanismos de apoptosis se admite que pueden estar parcial o totalmente 

perdidos en células tumorales pero, no obstante es un mecanismo a considerar como 

fuente de ADN libre en plasma. Existen observaciones a favor de este mecanismo122, 129 

en las que se demuestra mediante espectrofotometría y microscopía electrónica 

variaciones entre el ADN plasmático de pacientes con cánceres y el de los controles 

sanos, a favor de un origen apoptótico. 

 

 Otra hipótesis contempla que pueda existir una liberación activa y espontánea de 

ADN tumoral directamente a la circulación general. Se ha observado que células, e 

incluso órganos en cultivo, espontáneamente, liberan al medio un complejo 

nucleoproteico, siendo el ADN su principal componente130, 131. Cultivos linfocitarios 

estimulados con fitohemaglutinina, producen varias copias de parte de su genoma que 

excretan al medio132, 133; en cultivos de linfoblastos, se ha demostrado que parte de este 

ADN liberado al medio lo hace recubierto de muestras de membrana celular que 

conservan sus propiedades funcionales134. En ratones se ha observado que, tras la 

administración de lipopolisacáridos bacterianos se produce una liberación de ADN al 

plasma135. La explicación de la liberación activa difiere mucho de las anteriormente 
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descritas ya que, aunque distintas, las otras tres consideran mecanismos de muerte 

celular, mientras que en esta hipótesis es requisito imprescindible la viabilidad celular y 

la estimulación mitótica136. Aunque actualmente se desconocen las posibles causas 

biológicas de esta liberación espontánea de ácidos nucleicos al medio extracelular, 

diversos estudios han demostrado la integración nuclear y posterior expresión de ADN 

extracelular localizado inicialmente en vesículas apoptóticas o de forma libre en 

plasma137. En base a dichos trabajos se ha hipotetizado la posibilidad de la 

transformación de células no tumorales mediante este mecanismo. Para que este 

mecanismo fuese viable, el ADN circulante se debería integrar en el genoma de otras 

células normales, posiblemente células madre, induciendo su transformación y 

facilitando así el proceso de expansión tumoral. 

 

o Técnicas de estudio de los ácidos nucleicos  

 

 En el manejo analítico del ADN plasmático extracelular con finalidad pronóstica 

se han usado dos tipos de determinaciones: una se basa en la cantidad de ADN 

circulante total en los enfermos en comparación con controles sanos y, la otra en la 

caracterización de este ADN como ADN tumoral. Aquellos estudios que sólo ofrecen 

información sobre la cantidad de ADN circulante utilizan diversas técnicas como 

radioinmunoanálisis, PCR semicuantitativa, PCR en tiempo real, cuantificación 

fluorométrica y espectofotometría. Todos concluyen que la cantidad de ADN es 

superior en pacientes con cáncer que en sujetos normales, si bien las cantidades 

absolutas de ADN varían entre ellos138. Los estudios que tratan de caracterizar el ADN 

circulante como ADN tumoral utilizan la identificación de las mismas alteraciones 

encontradas en el ADN tumoral en el ADN plasmático extracelular. Estas alteraciones 

incluyen mutaciones en oncogenes y en genes supresores de tumores, reordenamientos 

génicos (cadena pesada de inmunoglobulinas), cambios en microsatélites, metilación 

aberrante del promotor, mutaciones en el ADN mitocondrial, y secuencias de ADN de 

virus oncogénicos, clásicamente asociados con tumores. Las alteraciones más 

estudiadas son presencia de mutaciones en genes frecuentemente mutados en tumores, 

alteraciones en microsatélites como la pérdida de heterocigosidad (LOH) y la 

inestabilidad de microsatélites (MI), y la metilación aberrante de promotores génicos. 

Cuando las alteraciones buscadas están presentes en los tumores, éstas se suelen 

encontrar en una alta proporción, pero debido a la existencia de diversos clones 
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tumorales, no siempre se mantiene una buena correlación entre las alteraciones del 

ADN tumoral y del circulante. Los oncogenes más utilizados para estudio son K-ras y 

N-ras, debido a su amplia presencia en tumores sólidos, aunque también se pueden 

encontrar en sujetos sanos. Entre los genes supresores se han estudiado TP53 y INK4a 

por su alta prevalencia en la mayoría de los tumores humanos. Las alteraciones en 

microsatélites también son estudiadas por su alta frecuencia en tumores y su fácil 

manejo en el laboratorio. Los microsatélites utilizados son aquellos descritos con más 

tasa de alteraciones para el tumor en estudio. Los cambios en los patrones de metilación 

se han asociado con alteración de la expresión de un importante número de genes, 

siendo INK4a uno de los más estudiados en ADN plasmático139.  

 

o Utilidad de los ácidos nucleicos tumorales circulantes  

 

 La búsqueda de alteraciones en el ADN circulante compatibles con las del ADN 

tumoral se ha encontrado en el plasma de pacientes con varios tipos de tumores como 

mama, colon, páncreas, vía biliar, melanoma, cabeza y cuello, pulmón, riñón, ovario, 

hígado, uroteliales, estómago, esófago, próstata, cérvix y neoplasias hematológicas 

como linfomas B y leucemia mielomonocítica. 

 

 Tras el hallazgo de ADN tumoral circulante en sangre periférica, se planteó cuál 

podía ser su significación clínica. La presencia de ADN circulante en sangre no puede 

ser considerada como enfermedad metastásica. Para que una metástasis se desarrolle, 

células tumorales circulantes deben atravesar la pared vascular, volver a extravasarse e  

invadir el órgano diana y proliferar. En cada uno de estos pasos, deben evitar la acción 

del sistema inmune y las condiciones metabólicas adversas. Se estima que sólo una 

célula entre 10000 células tumorales circulantes es capaz de alcanzar, anclarse y 

proliferar en otro órgano140. De hecho, la presencia de ADN circulante no indica, 

necesariamente, la presencia de células tumorales circulantes. Sin embargo, sí que 

existen resultados de varios estudios clínicos en los que se observa una relación entre el 

ADN circulante y algunos indicadores clínicos como la evolución de la enfermedad141. 

Diversos estudios buscan correlaciones entre el ADN circulante y el diagnóstico y 

seguimiento142. 
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 En otros estudios se observa relación entre la persistencia de niveles elevados de 

ADN tras el tratamiento y posible persistencia de enfermedad, y puntualmente 

correlaciones con otros marcadores séricos como el CEA en tumores 

gastrointestinales143.  

 

 En cáncer de mama se estudia su papel como factor pronóstico144, y su relación 

con otros factores pronósticos bien establecidos, como por ejemplo, el estadio 

patológico,  la afectación ganglionar y el tamaño tumoral. 

 

 También se ha estudiado su utilidad en la respuesta al tratamiento. Se ha 

observado una relación entre los niveles de ADN circulante antes y después de la 

mastectomía, asociándose su presencia con peor pronóstico y con la presencia de 

enfermedad micrometastásica127.  Y con la respuesta al tratamiento145, estudiando su 

valor como marcador para la monitorización de la eficacia del tratamiento adyuvante.  

 

 En la actualidad, los estudios evolutivos con determinación de ADN plasmático 

que incluyen un número de pacientes adecuado son escasos y con períodos de 

seguimiento corto para poder obtener resultados consistentes. Su relación con la 

supervivencia no ha sido todavía probada suficientemente, siendo ésta una de las 

preguntas que es preciso responder para implicar a este parámetro molecular en el 

pronóstico de los pacientes con cánceres. 

 

o Limitaciones de la técnica 

 

 Como toda técnica, el estudio de los ácidos nucleicos tumorales en plasma y en 

el tumor no está exento de problemas metodológicos y de interpretación. En la 

actualidad, estas técnicas no están incorporadas entre las determinaciones rutinarias a 

nivel hospitalario. En general, hay una falta de protocolización sistemática en el manejo 

de las muestras, en el método de extracción y en los análisis que hacen los distintos 

autores que trabajan en este campo. Los autores utilizan diversas técnicas y distintas 

dianas de estudio. Se usan diferentes métodos de extracción, centrifugación y análisis de 

los ácidos nucleicos; por ejemplo, algunos autores desechan la primera parte de la 

muestra extraída para evitar la contaminación por las células de la piel. También existe 

variación en el material de partida, plasma o suero, si bien este hecho no ha marcado 
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diferencias en los estudios. Además, los parámetros elegidos para analizar en cada 

tumor son diferentes, y distintos autores analizan diferentes alteraciones como 

microsatélites, hipermetilación, mutaciones de TP53, ras o también ADN viral. No 

conocemos si los resultados son extrapolables entre todas ellas. 

 

 La sensibilidad estimada de las técnicas moleculares permite la detección de una 

célula epitelial entre 107 células mononucleares de sangre periférica, si bien esta tasa 

puede verse limitada por la existencia en tejidos y fluidos orgánicos de substancias que 

alteran las reacciones moleculares. La técnica de detección cuantitativa más usada, la 

PCR en tiempo real, ha permitido el desarrollo de un método de identificación de 

pacientes con mínimas cantidades de ADN plasmático extracelular con un alto 

rendimiento. La sensibilidad in vitro de la prueba puede sobreestimar la sensibilidad in 

vivo, como por ejemplo por la existencia de inhibidores de la PCR presentes en los 

tejidos y fluidos orgánicos. A veces las alteraciones genéticas y epigenéticas 

encontradas en el análisis del tumor primario y en sangre periférica pueden no coincidir. 

Esta heterogeneidad en la expresión puede ser debida a la presencia de diferentes clones 

de células neoplásicas metastásicas que expresen de manera distinta el marcador a 

estudio respecto a las células neoplásicas no metastásicas del tumor primario, o bien a 

los diferentes métodos de preparación de la muestra. También la heterogeneidad de la 

expresión de los marcadores puede hacer que un determinado marcador no se exprese 

entre los ácidos nucleicos que han alcanzado la sangre periférica. En la actualidad, no se 

conoce cual es la vida media del ADN circulante, por lo que el valor de su persistencia 

está pendiente de ser constatado. 

 

 Las cuestiones de la complejidad de la técnica, laboriosidad, lentitud y costo son 

problemas fundamentales a mejorar para implantar su uso a nivel asistencial. 

 

 En general, respecto de los tumores analizados existe una tendencia que se 

mantiene constante, como es la presencia de ADN en plasma de los pacientes y una 

cierta correlación pronóstica. 
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CONSIDERACIONES FINALES 

 

 El manejo terapéutico del cáncer de mama es complejo debido a la variabilidad 

en la evolución de las pacientes. El tratamiento sistémico adyuvante mejora la 

supervivencia libre de enfermedad y la supervivencia global. El uso de los factores 

pronósticos pretende ayudarnos a seleccionar quiénes se pueden beneficiar de dicho 

tratamiento, con el objetivo de evitar tanto el sobretratamiento a pacientes con bajas 

probabilidades de recaída, como dejar sin tratamiento a pacientes con riesgo alto de 

recaída. Aunque la afectación ganglionar axilar es el factor pronóstico más importante, 

es sólo una medida indirecta que refleja la tendencia del tumor a su extensión. Un tercio 

de las pacientes con ganglios negativos recidivan, mientras que un tercio de las 

pacientes con ganglios positivos está libre de recaída tras diez años. Estos datos señalan 

que los factores pronósticos usados en la actualidad en Oncología, todos ellos 

indirectos, no predicen con alta especificidad la evolución de un gran número de 

pacientes, por lo que son necesarios otros factores pronósticos con mayor sensibilidad y 

especificidad que complementen o sustituyan a los que ya usamos y que, idealmente, 

reflejen la presencia o ausencia de alteraciones relacionadas con el tumor en la sangre 

periférica de las pacientes y que puedan tener una relación con su evolución.  

 

 Los marcadores tumorales séricos no tienen gran utilidad en el cáncer de mama 

hasta el momento y su uso no tiene influencia en el manejo de las pacientes. Estos se 

ven sometidos a una serie de pruebas diagnósticas invasivas durante su seguimiento. La 

utilización de las muestras de sangre representa una técnica sencilla, cómoda y accesible 

en el seguimiento de las pacientes. 

 

 Los estudios de la presencia de ácidos nucleicos tumorales en plasma o suero 

han proliferado en los últimos años, aportando datos de pronóstico en un gran número 

de tumores. La supervivencia, como objetivo prioritario del manejo de los pacientes, es 

un requisito fundamental a la hora de validar la utilidad de cualquier marcador o factor 

pronóstico. Los datos de supervivencia son los que podrían hacer que esta técnica se 

incorporara en el uso clínico rutinario en el manejo de los pacientes. 

 



  Introducción 

 37

 En este estudio se ha realizado un seguimiento durante cinco años de un grupo 

de pacientes con cáncer de mama no diseminado en el momento del diagnóstico y se 

pretende evaluar la supervivencia y su correlación con la detección de ADN tumoral 

circulante en el momento de la cirugía. Tras la cirugía las pacientes han recibido 

tratamiento oncológico estándar y han sido seguidas de manera periódica en nuestro 

Servicio.  

 

 Se ha investigado la presencia, al diagnóstico, de ADN con características 

tumorales en el plasma de este grupo de pacientes con cáncer de mama no metastásico. 

De las distintas alteraciones moleculares que permiten relacionar el ADN tumoral con el 

plasmático se han analizado mutaciones en genes supresores (TP53) y pérdidas de 

heterozigosidad en varias regiones cromosómicas y, se ha correlacionado la distribución 

de parámetros clínicos y patológicos de la serie de pacientes y su relación con la 

presencia o ausencia de ADN tumoral en su plasma.  

 

 Con los resultados obtenidos se pretende evaluar la supervivencia libre de 

enfermedad de dicha serie y la supervivencia global, datos necesarios para poder 

establecer cual es el papel de los ácidos nucleicos circulantes como factor pronóstico en 

las pacientes con cáncer de mama. También se analiza su relación con otros factores 

pronósticos utilizados en la práctica clínica como la afectación ganglionar axilar, el 

tamaño tumoral y el grado histológico. 

 

 Dado que las pacientes han recibido tratamiento adyuvante según el riesgo que 

presentaban de recaída, definido por los factores pronósticos usados en el manejo 

clínico de las mismas, se ha estudiado también la relación del ADN plasmático con los 

distintos tratamientos que han recibido las pacientes y su evolución. 
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1- El objetivo principal del trabajo es investigar si el ADN extracelular en plasma 

con características de ADN tumoral tiene valor como marcador tumoral en 

relación con el pronóstico en cáncer de mama. 

 

2- Elaboración una base de datos, en la que se incorporen los parámetros clínicos y 

patológicos de las pacientes al diagnóstico y durante el seguimiento y, que 

permita un análisis estadístico de correlación con los datos moleculares. 

 

3- Elección de unos marcadores moleculares de estirpe tumoral que tengan una alta 

reproducibilidad en el plasma de las mismas enfermas. 

 

4- Caracterización del ADN extracelular aislado de sangre periférica como ADN 

tumoral en cada paciente y establecer que el plasma es una fuente de ácidos 

nucleicos tumorales válida. 

 

5- Análisis de la capacidad del ADN tumoral libre en plasma como indicador de la 

tasa de recaídas, de la supervivencia libre de enfermedad y de la supervivencia 

global de las pacientes incluidas en el estudio. 

 

6-  Relación del ADN tumoral plasmático con la carga tumoral de las pacientes y 

con otros factores pronósticos. 

 

7- Capacidad de discriminación del ADN plasmático tumoral de subgrupos de peor 

pronóstico en aquellas pacientes con baja carga tumoral. 

 

8- Investigar si este parámetro molecular discrimina subgrupos con diferente 

respuesta a una misma pauta de tratamiento. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MATERIAL Y MÉTODOS
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SELECCIÓN DE PACIENTES Y PARÁMETROS CLÍNICOPATOLOGICOS 

 

 Este estudio prospectivo está basado en un grupo de 147 pacientes 

diagnosticadas e intervenidas de cáncer de mama por los Servicios de Cirugía y de 

Ginecología de nuestro centro. Prospectivamente, y de una manera secuencial, 

reclutamos a las pacientes sin metástasis clínicamente demostradas en el momento del 

diagnóstico y realizamos un seguimiento periódico. Las pacientes fueron invitadas a 

participar en este estudio previa información de sus objetivos y firma del preceptivo 

consentimiento informado.  

 

 Este estudio de llevó a cabo de acuerdo con la Declaración de Helsinki 

(enmienda de Edimburgo, 2000), siguiendo las Normas de Buena Práctica Clínica de la 

Conferencia Internacional de Armonización, y cumpliendo la legislación española 

vigente. 

 

 Antes de la evaluación de selección, se informó a las pacientes de la naturaleza 

del estudio y se les facilitó información pertinente en cuanto a la finalidad perseguida 

por el mismo. Se explicaron los procedimientos y controles que se llevarían a cabo en el 

seguimiento, que básicamente no difieren de los que se realizan de forma rutinaria a las 

pacientes con cáncer de mama. Las pacientes podían abandonar el estudio en cualquier 

momento, sin perjuicio del tratamiento médico que fueran a recibir en el futuro. 

 

 La información necesaria sobre cada paciente (como las iniciales del nombre, 

dirección, número de teléfono, número de seguridad social e identificación en el 

estudio) se conservó, de manera confidencial y todo el tiempo que legalmente se 

estipula, de modo que las autoridades sanitarias pudieran tener acceso a dicha 

información, en el caso de que fuera necesario, manteniendo confidencial el nombre de 

las pacientes. 

 

 El Comité Ético de Investigación Clínica de nuestro hospital revisó el protocolo 

final aprobado y el consentimiento informado que se proporcionó a las pacientes. El 

Comité fue informado periódicamente sobre el progreso del estudio. 
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 Las pacientes debían de cumplir los siguientes criterios de inclusión: 

 

 - Consentimiento informado por escrito u oral ante testigos, antes de iniciar los 

procedimientos específicos del protocolo, incluida la cooperación esperada de las 

pacientes en el tratamiento, utilización de sus muestras biológicas y el seguimiento. 

 

 - Cáncer de mama histológicamente demostrado mediante examen 

anatomopatológico. 

  

 - Las pacientes debían poder someterse a un tratamiento definitivo para su 

cáncer de mama, que había de ser operable, y éste debía ser la mastectomía o cirugía 

conservadora de la mama, con disección de los ganglios linfáticos axilares. Los 

márgenes de la muestra extraída de la cirugía definitiva deberían estar histológicamente 

libres de tumor invasivo y de carcinoma ductal in situ. El carcinoma lobular in situ no se 

consideraba un margen positivo. 

  

 - Posibilidad de análisis de los receptores de estrógeno y/o progesterona en el 

tumor primario, así como de la obtención de datos del grado de malignidad, y otros 

factores pronósticos como p53, bcl-2 y Ki-67. 

 

 - No evidencia de enfermedad metastásica en el estudio de extensión 

previo a la cirugía. 

 

 - Normalidad de los parámetros analíticos de hematología, función hepática y 

renal, que permitieran la administración de tratamiento hormonal, citostático y/o 

citotóxico. 

 

 - Edad >18 años y <75 años. 

 

 

 De octubre de 1997 a julio de 2001, a las pacientes con cáncer de mama que iban 

a ser operadas en nuestro centro, se les extrajo el día de la intervención quirúrgica, y 

previamente a ella, 20 cc de sangre periférica y se envió una muestra del tumor 

extirpado y del tejido mamario normal, desde el Servicio de Anatomía Patológica a 
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nuestro laboratorio para realizar las determinaciones genéticas en el ADN de las células 

del tumor, de las células normales y, en el ADN extracelular circulante en el plasma de 

las pacientes. 

 

 Posteriormente las pacientes recibieron el tratamiento adyuvante preciso basado 

en los estándares internacionales y dentro de los protocolos asistenciales de nuestro 

Servicio.  

 

 El estudio no marcaba ninguna condición a la hora de indicar el tratamiento local 

o sistémico. La elección de una u otra técnica quirúrgica, mastectomía radical 

modificada o cirugía conservadora (cuadrantectomía o tumorectomía), dependió de las 

posibilidades quirúrgicas de cada caso en relación con el tamaño del tumor, su 

localización, volumen mamario, infiltración de la piel y la decisión de la paciente. 

 

 La irradiación postoperatoria sobre el lecho mamario y axila se llevó a cabo en 

los casos de cirugía conservadora y en las pacientes con tumores con alta probabilidad 

de recaída local, es decir aquellos con tamaño tumoral elevado, tumores multicéntricos, 

importante afectación ganglionar y bordes quirúrgicos próximos o afectados. Tras la 

cirugía, 44 pacientes (30%) recibieron tratamiento con radioterapia por cirugía 

conservadora o por alta probabilidad de recaída local. 

 

 Todas las pacientes, excepto 6, recibieron, además, tratamiento sistémico 

adyuvante que consistió en la administración de quimioterapia citotóxica o el uso de 

terapia hormonal tras la cirugía primaria, con el objetivo de eliminar posibles 

micrometástasis ocultas. 

 

 El uso del tratamiento sistémico se indicó a las pacientes con alto riesgo de 

recaída, que viene marcado por factores de mal pronóstico como la afectación 

ganglionar axilar, el tamaño tumoral, el grado histológico, la presencia de receptores 

hormonales y, la edad. Dependiendo de todas estas características se administró 

quimioterapia, hormonoterapia o ambas. Los regímenes de quimioterapia usados fueron 

6 ciclos de CMF (ciclofosfamida oral 100 mg/m2 durante los primeros 14 días de cada 

ciclo, metotrexate 40 mg/m2 intravenoso el día 1 y 8 de cada ciclo y 5-fluoruracilo 600 

mg/m2 el día 1 y 8 de cada ciclo, con una duración de 28 días por ciclo) o 4 ciclos de 
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AC (adriamicina 60 mg/m2 intravenosa y ciclofosfamida 600 mg/m2  intravenosa el día 

1 de cada ciclo, con una duración de 21 días por ciclo). Un total de 61 pacientes (43%) 

recibieron quimioterapia. Además, la hormonoterapia se indicó a las pacientes con 

receptores hormonales positivos, recibiéndola 75 pacientes (53%). El tratamiento 

hormonal se basó en tamoxifeno durante cinco años.  

 

 Inicialmente las pacientes, de acuerdo con el tratamiento recibido se dividieron 

en los ocho grupos posibles: cirugía, cirugía más radioterapia, cirugía más 

quimioterapia, cirugía más hormonoterapia, cirugía más radioterapia más quimioterapia, 

cirugía más radioterapia más hormonoterapia, cirugía más radioterapia más 

quimioterapia y, cirugía más radioterapia más quimioterapia más hormonoterapia. Pero 

dado que el tratamiento se administró dependiendo de las características clínico-

patológicas de las pacientes, éste puede ser considerado como un factor pronóstico en 

relación con la progresión de la enfermedad y, por este motivo, para el análisis 

estadístico, las pacientes se agruparon en varios subgrupos tal y como se detalla más 

adelante en el apartado de Resultados. 

 

 Una vez finalizado el tratamiento todas las pacientes realizaron un seguimiento 

periódico, en nuestro Servicio durante una media de 58 meses, cuyo objetivo era la 

detección precoz de las condiciones curables o que pudieran beneficiarse de la 

administración inmediata de un tratamiento y la satisfacción psicológica de la paciente 

al sentirse incluida en un protocolo de seguimiento médico. El seguimiento se inició a 

los tres meses de la finalización del tratamiento, y se realizó cada tres meses durante el 

primer año, cada seis meses durante el segundo año y anual a partir de entonces hasta la 

recaída, en caso de producirse, o hasta el éxitus. El seguimiento se basó principalmente 

en la mamografía anual y exploración clínica. Pero dependiendo de las particularidades 

de cada tumor y la situación clínica de las pacientes, se realizaron exploraciones 

complementarias añadidas, analíticas, radiografía de tórax, ecografía abdominal o 

estudio gammagráfico óseo, así como otra serie de pruebas más específicas dependiendo 

de las localizaciones para descartar recaída de la enfermedad cuando ésta era 

sospechada. 

 

 De las historias clínicas se recogieron los datos médicos de todas las pacientes: 

fecha de nacimiento, tamaño tumoral, afectación axilar, presencia de receptores de 
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estrógeno y progesterona, situación menstrual, estadio tumoral, tipo histológico, grado 

histológico, índice de proliferación, c-erbB2, bcl-2, invasión vascular, tratamiento 

sistémico administrado, fechas de diagnóstico, recurrencia y muerte, cuando procedía, y 

situación en la última visita. Para la determinación del estadio tumoral se usó la 

clasificación TNM. El grado histológico de los tumores se estableció de acuerdo con la 

clasificación patológica de Bloom-Richardson. Se determinó la expresión de los 

receptores hormonales, el índice proliferativo Ki-67, bcl-2 y c-erbB2 mediante 

procedimientos inmunohistoquímicos. Cuando fue necesario para una mayor seguridad 

diagnóstica c-erbB2 también se determinó mediante técnicas de inmunofluorescencia de 

hibridación in situ (FISH). 

 

 La supervivencia global fue el objetivo principal del estudio y se definió como el 

periodo desde el diagnóstico hasta la fecha de la última revisión o del fallecimiento de 

la paciente, fuese ésta por progresión tumoral o no. También se analizó la supervivencia 

libre de enfermedad, definida como el intervalo entre la fecha del diagnóstico y la 

primera recaída y, el número aislado de recaídas. Para establecer la utilidad pronóstica 

del ADN tumoral plasmático y valorar su posible utilización en la clínica, se analizó su  

relación con otros factores pronósticos para determinar si en los estadios más iniciales, 

en pacientes con baja carga tumoral (sin afectación axilar y T1-T2) es capaz de 

discriminar grupos de peor pronóstico que se pudieran beneficiar tratamiento adyuvante. 

Se estudiaron las diferencias en las pacientes con o sin afectación linfática axilar, 

tamaño tumoral y grado histológico y, su relación con la supervivencia. Se valoró la 

evolución de las pacientes según el tratamiento recibido. 
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PROTOCOLO EXPERIMENTAL 

 

 El ADN para el análisis molecular fue extraído del tumor y del correspondiente 

tejido normal, de linfocitos y del plasma. Se utilizaron como marcadores para 

caracterizar el ADN seis microsatélites y mutaciones en TP53. Se comenzó con la 

extracción de ADN mediante un método no orgánico. El plasma fue purificado en 

columnas Qiagen. Tras calentar la muestra y centrifugarla, el sobrenadante se trató con 

proteinasa K y buffer AL y se incubó. Para la amplificación de los fragmentos a estudiar 

se usó la técnica de PCR y los alelos se separaron mediante electroforesis en gel de 

poliacrilamida. La intensidad de las bandas alélicas fue detectada mediante tinción de 

plata y analizada por densitometría. Para el estudio mutacional de TP53, se amplificaron 

los exones 5, 6, 7 y 8 mediante PCR-SSCP (polimorfismos conformacionales de cadena 

simple). Las muestras que presentaron una banda diferencial en la SSCP fueron 

amplificadas nuevamente y secuenciadas. Figura 1.  

 

Figura 1: Esquema del protocolo experimental. 

  

 

 En los siguientes puntos se desarrollan con detalle los diferentes pasos realizados 

en el estudio.
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EXTRACCIÓN Y MANEJO DE LAS MUESTRAS BIOLÓGICAS 

 

 Se obtuvieron muestras de tejido mamario tumoral y sano inmediatamente tras la 

intervención quirúrgica, y éstas fueron congeladas en nitrógeno líquido y almacenadas a 

-80ºC hasta su procesamiento. Todas las muestras fueron examinadas patológicamente 

para confirmar el diagnóstico de carcinoma de mama. Se obtuvieron muestras de sangre 

periférica (20 mililitros) de cada paciente mediante venopunción el día de la cirugía. A 

su vez se extrajeron muestras de sangre periférica a 35 donantes sanos procedentes del 

Banco de Sangre de nuestro hospital. El ADN se extrajo de las muestras de tejido 

mamario tumoral y sano y de las células mononucleares de sangre periférica (que fue 

usado también como ADN control que pudiera poner de manifiesto posibles 

alteraciones moleculares en el tejido mamario normal) mediante métodos no orgánicos 

(S-4520 kit, Oncor Inc., Gaithersburg, MD).  

 

 La extracción de ADN del tejido crioconservado se realizó con 

aproximadamente 30 mg de tejido normal y tumoral de cada paciente. Este fue 

disgregado mecánicamente en presencia de buffer de lisis (NaCl 100 mM, EDTA-Na2 

25mM, TrisHCl 10 mM, SDS 0.5 mM) y proteinasa K (0.5 mg/ml). Se mantuvieron en 

un bloque térmico a 55ºC durante 5 horas, en las cuales se agitaban esporádicamente 

para agilizar la lisis de proteínas y ácidos grasos. Tras la digestión se añadían 0.5 

volúmenes de NaCl 5 M, para lograr un gradiente de densidad, se agitaban y se 

centrifugaban a 14.000 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente, tiempo en el que 

precipitaban todos los restos celulares. Al sobrenadante recuperado se le añadía 1 

volumen de isopropanol al 80% y a -20ºC, en estas condiciones y después de agitar las 

muestras por inmersión se lograba la precipitación del ADN en forma de medusa. Esta 

medusa era lavada en etanol al 70% y diluida en 0.5 ml de H2O bidestilada, una vez 

seca. 

 

 Para la obtención del plasma se centrifugaron 10 mililitros de sangre periférica 

anticoagulada con EDTA a 2.500 revoluciones por minuto durante 15 minutos. El ADN 

plasmático se purificó mediante columnas Qiagen (QIAmp Blood Kit: Qiagen , Hilden, 

Germany) siguiendo protocolo de sangre y fluidos orgánicos, introduciendo las 

siguientes modificaciones. Entre 7.5 y 12 mililitros de plasma se calentaron a 99ºC 
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durante 5 minutos, después se centrífugo a 14.000 revoluciones por minuto durante 30 

minutos y el sobrenadante, aproximadamente 1 mililitro, fue incubado con Proteinasa K 

y buffer AL (Qiamp Blood Kit, Qiagen, Hilden, Germany) a razón de 10 a 1, toda la 

noche a 55ºC. Una columna se usó repetidamente hasta que toda la muestra fue 

procesada.  

 

 El ADN extraído fue cuantificado por espectrofotometría. Las concentraciones 

de los ácidos nucleicos logrados en cada extracción fueron calculadas midiendo la 

absorbancia a 260 nm en un espectrofotómetro (CECIL CE 2040), donde se consideró 

que una absorbancia de una unidad correspondía a 50 µg de ADN por ml. De cada una 

de las muestras se prepararon diluciones a 50 ng/µl, las cuales fueron posteriormente 

usadas en las reacciones de PCR. La calidad de cada una de las extracciones se calculó 

mediante el cociente de absorbancia a 260 nm/absorbancia 280 nm, para comprobar que 

la presencia de proteína en las extracciones no superaba la cantidad recomendada; así, 

en todas las muestras utilizadas el valor de ese cociente oscilaba entre 1.6 y 1.8, el cual 

es considerado óptimo para muestras diluidas en agua.  
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REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)  

 

 Es un método “in vitro” descrito por Saiki146 en 1988 que permite la 

amplificación casi exponencial de pequeñas cantidades de ADN genómico hasta niveles 

fácilmente detectables por técnicas convencionales como la electroforesis en geles de 

agarosa o poliacrilamida.  

 

 La técnica está basada en la repetición cíclica de una serie de procesos 

predeterminados de desnaturalización, apareamiento de oligonuceótidos iniciadores o 

cebadores de la reacción a la molécula de ADN y elongación del fragmento deseado. 

Para la reacción son necesarias además de la existencia de ADN genómico o ADNc la 

presencia de la enzima ADN polimerasa, cada uno de los cuatro dNTP en cantidades 

equimolares y una pareja de oligonucleótidos complementarios a los extremos de ADN 

que se desea amplificar, así como cierta concentración de iones como el magnesio que 

actúan como cofactores de la propia polimerasa además de estabilizar el resto de 

reactivos. Todas las reacciones se llevan a cabo en aparatos que someten a las muestras 

a ciclos de tiempo y temperatura específicos de cada uno de los procesos anteriormente 

señalados, denominados termocicladores. 

 

 En nuestro caso se utilizaron los modelos de termocicladores 2400 y 9700 de la 

casa comercial Perkin Elmer (Perkin-Elmer, Cetus, Foster city, CA) y el kit Amplitaq 

Gold with GeneAmp (Perkin-Elmer, Roche Moleuclar Systems, Inc, Branchburg, NJ). 

Para la amplificación de los diferentes fragmentos se utilizaron 100 ng de ADN 

genómico, con la salvedad del ADN procedente del plasma, en cuyo caso se utilizaron 

directamente 6 µl del producto de extracción. Las reacciones fueron llevadas a cabo en 

un volumen de 25 µl donde las concentraciones finales de cada uno de los reactivos 

fueron: dNTPs 200 µM (Promega Corp., Madison, WI), 0.6 µM de cada uno de los 

oligonucleótidos, y diferentes concentraciones de cloruro magnésico, dependiendo del 

cebador utilizado, 0.75 unidades de AmpliTaq Gold DNA polimerasa y buffer PCR 1x. 

 

 Cada una de las muestras fue sometida a un primer ciclo de desnaturalización a 

94ºC durante 10 minutos, seguido de treinta ciclos, cada uno de los cuales constaba a su 

vez de: 30 segundos de desnaturalización a 94ºC, cuarenta segundos para que se 
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produzca la unión específica de cada cebador con su hebra complementaria, a la 

temperatura específica de cada uno de ellos, y elongación final a 72ºC durante 30 

segundos. Finalmente se sometieron a un ciclo de elongación a 72ºC durante 12 

minutos.  
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ELECTROFORESIS DE ADN EN GELES DE POLIACRILAMIDA 

 

 Las electroforesis de los productos de PCR se llevaron a cabo en geles de 

poliacrilamida (BioRad, Hercules, CA) no desnaturalizante de radio 29:1, polimerizados 

a temperatura ambiente con 50 µl de persulfato amónico al 25% (Boheringer Mannhein 

Corp., Indianápolis, IN) y 55 µl de TEMED (N,N´,N´,N´-tetramatiletilen-diamida) 

(Amresco, Solon, Ohio) en cubetas de electroforesis verticales de 18 x 24 cm de tamaño 

y 0.75 mm de espesor (BioRad, Hercules, CA). Los geles así preparados fueron 

precorridos durante 20 minutos a 600 voltios y cargados posteriormente con los 

productos de PCR. 

 

 Bajo estas condiciones las moléculas de acrilamida-bisacrilamida polimerizan en 

largas cadenas formando un gel poroso, cuyo tamaño de poro variará en función del 

porcentaje de acrilamida incluida en él. Por otro lado, el campo eléctrico aplicado al gel 

crea una diferencia de potencial que literalmente arrastrará las moléculas de ácidos 

nucleicos, de carga neta negativa debido a la presencia del esqueleto de grupos fosfato, 

hacia el polo positivo. En este proceso se separarán las muestras en función del tamaño 

o de su estructura secundaria, al ser frenadas de manera diferencial en su avance por la 

red de acrilamida-bisacrilamida. 

 

 Los geles de acrilamida se utilizaron para los análisis de pérdidas de 

heterocigosidad. Los productos de PCR eran cargados en los geles de electroforesis 

junto con el buffer de carga (0.0002% xilencianol y 0.0002% azul de bromofenol) sin 

previa desnaturalización de las muestras, con lo que el ADN migraba a lo largo del gel 

en su forma bicatenaria. En estas condiciones, los fragmentos amplificados de ADN no 

forman estructuras secundarias complejas y van a migrar a lo largo del gel a una 

velocidad determinada en función del número de pares de bases de que estén formados. 

De esta manera se puede distinguir un alelo de procedencia paterna del de procedencia 

materna si existe una diferencia de tamaño entre ambos, característica en la que se 

apoya el uso de marcadores polimórficos de tipo microsatélite. 

 

 En la técnica de la SSCP los productos de PCR son mezclados con un buffer de 

carga que incluye un 98% de formamida, un agente desnaturalizante, posteriormente 
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son sometidos a una desnaturalización térmica, para lo que son calentados hasta los 

98ºC durante 5 minutos. En este proceso se produce el desapareamiento de las hebras 

complementarias debido a la rotura de todos los puentes de hidrógeno que mantenían 

unidas las bases nitrogenadas. Transcurridos los cinco minutos mencionados se 

introducen rápidamente en hielo durante tres minutos; esta brusca bajada de temperatura 

hace que las hebras monocatenarias de ADN se plieguen sobre sí mismas y formen 

puentes de hidrógeno intracatenarios, más o menos estables, al no dar tiempo material a 

que cada hebra aparee nuevamente con su cadena complementaria. Esto se traduce en la 

formación de una estructura secundaria compleja que va a depender directamente de la 

secuencia de nucleótidos de la misma y que finalmente va a determinar la velocidad  a 

la que emigran a lo largo de los geles de acrilamida. Obviamente, cualquier cambio en 

la secuencia nucleotídica debería tener su reflejo en la estructura secundaria que formen 

los fragmentos amplificados, resultando en un cambio en la movilidad electroforética 

con respecto a fragmentos de secuencia conocida y considerados normales.  

 

 Después de las electroforesis los productos de PCR se visualizaron con un 

método de tinción no radioisotópica basada en oxidaciones-reducciones de los 

fragmentos de ADN embebidos en el gel de acrilamida y tinción con plata. En el 

proceso se llevan a cabo los siguientes lavados: 10 minutos con etanol al 10% como 

fijador; 3 minutos con ácido nítrico al 1% como oxidante; tras dos lavados rápidos en 

agua destilada el gel se tiñe durante treinta minutos en una solución de nitrato de plata 

12 mM; se vuelve a lavar dos veces para retirar el exceso de plata y se revela con una 

solución de carbonato sódico 0.5 M y formaldehído al 0.05%. Cuando las bandas están 

teñidas el gel se lava con una solución de ácido acético al 10% para detener la reacción 

de revelado. Tras el revelado los geles fueron plastificados para su conservación y 

posterior análisis. Con esa técnica los productos de PCR son detectables con luz visible. 

La intensidad de las bandas obtenidas fueron analizadas por densitometría, para ello las 

imágenes fueron capturadas con un densitómetro GS-690 Imaging Densitometer, 

digitalizadas a 400 dpi y analizadas con el programa Multi-Analist/PC.   
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Figura 2: Imagen tomada con luz normal de un gel de electroforesis teñido con plata. 

La figura muestra una LOH en la región 17q21 (microsatélite D17S855) en el ADN 

extraído tanto del tejido tumoral (T) como en el ADN extraído del plasma (P). En la 

primera columna se representa tejido normal (N). Las flechas señalan el alelo perdido. 
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GENÉTICA DEL CÁNCER DE MAMA Y MUTACIONES DEL GEN 

SUPRESOR DE TUMORES TP53 

 

 En la transformación maligna de las células se produce una acumulación de 

alteraciones genéticas que incluyen inactivación de genes supresores de tumores y  

activación de oncogenes. El cáncer de mama, como otros tumores malignos, progresa 

por la acumulación de una serie de cambios genéticos y fenotípicos en las rutas que 

regulan la proliferación, diferenciación, muerte celular por apoptosis o necrosis, 

reparación del ADN, compartimentalización tisular y respuestas al tratamiento. Las 

alteraciones genéticas somáticas más frecuentes encontradas en el cáncer de mama son 

las amplificaciones de ADN (en oncogenes o en genes que codifican para factores de 

crecimiento o sus receptores) y mutaciones y pérdida de heterocigosidad (LOH) que 

inactivan genes supresores. La detección de estos cambios genéticos ha supuesto un 

potencial diagnóstico y pronóstico para el cáncer de mama.147 

 

 Las amplificaciones en el cáncer de mama se han encontrado en más del 15% de 

los tumores, y los principales genes implicados, hasta la fecha, son los que codifican 

para los receptores del factor de crecimiento HER2/neu (c-ERB2), los factores de 

transcripción nuclear c-MYC y AIB-1 y para la quinasa reguladora del ciclo celular 

CCND1. 

 

 Los estudios en el síndrome hereditario de predisposición al cáncer del 

retinoblastoma permitieron a Knudson148 formular la teoría de los “dos golpes” de los 

genes supresores de tumores. Harris149 demostró que ciertos cromosomas podían 

suprimir el crecimiento celular in vitro. Esto permitió la descripción de los genes 

supresores de tumores y de su modo de actuación, de forma recesiva, inactivándose 

cuando ambos alelos están alterados.  

 

 En contraste con otros  tumores epiteliales, el cáncer de mama se caracteriza por 

inestabilidad cromosómica, en lugar de mutaciones puntuales, siendo las mutaciones de 

TP53 probablemente un evento tardío en la historia natural del cáncer de mama. Las 

anomalías genéticas más comunes encontradas en el cáncer de mama familiar y 

esporádico parecen ser la LOH en múltiples loci. En la actualidad, además de la LOH 
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del gen TP53 y las mutaciones de BRCA1 y BRCA2, se han descrito LOH en los locus 

13q, 9p, y 16q que afectan a los genes supresores de tumores RB-1, CDKN2 (codifica la 

proteína p16) y CDH1 (codifica la proteína E-cadherina) respectivamente. RB-1 y 

CDKN2 regulan el ciclo celular y CDH1 regula la diferenciación y la 

compartimentalización tisular. Otros genes implicados en la progresión del cáncer de 

mama residen en los cromosomas 1p, 3p, 6q, 7q, 11p, 11q, 15q, 17q, y 22q. La 

incidencia estimada de la afectación de los genes supresores de tumores es del 30-40% 

para TP53, del 15-20% para RB-1, del 20-30% para CDKN2 y del 20-30% para CDH1. 

Los genes supresores de tumores parecen actuar en las siguientes principales vías: como 

antiproliferativos, como inductores de los genes reparadores del ADN y como 

promotores de la diferenciación celular. BRCA1 y BRCA2 juegan un papel directo en la 

reparación del ADN, la proteína ATM detecta daño en el ADN y transmite la señal a las 

proteínas BRCA, mientras que otras múltiples proteínas como Rad51 y p53 están 

también implicadas en estas vías. E-cadherina aísla a la proteína -catenina (factor 

proliferativo) ayudando a mantener la diferenciación del epitelio mamario; p53, 

induciendo p21, también inhibe la proliferación, mientras que p16 inhibe el ciclo 

celular; las proteínas p53 y p16 promueven la fosforilación y la inactivación de pRb al 

bloquear el ciclo celular en G1 y el paso de G1 a la fase S. PTEN controla la 

proliferación y la supervivencia celular mediante mecanismos de fosforilación en G1. 

Aparte de los comentados, se han propuesto otros muchos genes supresores de 

tumores.150 

 

 El estudio de TP53 ha tenido un papel muy relevante en la comprensión de la 

biología del cáncer y sus mutaciones son las anomalías genéticas que se detectan con 

más frecuencia en las enfermedades malignas. Las mutaciones del gen TP53 constituyen 

la anormalidad genética más frecuente del cáncer de mama. Este gen está implicado en 

el control del ciclo celular, reparación de ADN y diferenciación celular. TP53 se 

encuentra localizado en el brazo corto del cromosoma 17, en la banda 17q13.15, está 

compuesto por 11 exones y 10 intrones. Codifica una proteína de 53 Kda formada por 

393 aminoácidos, de vida media inferior a media hora, que funciona en la reparación del 

ADN, por lo que se la denomina “el guardián del genoma”. p53 actúa mediante 

interacciones con otras proteínas y como reguladora de la transcripción. Interviene 

como controladora del ciclo celular durante las fases G1/S y G2/M enlenteciendo el 

crecimiento de la célula y promoviendo la reparación del daño sobre el ADN y, si el 
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daño es muy severo para ser reparado, promueve la muerte celular mediante la 

apoptosis. La mayoría de las mutaciones del gen TP53, en pacientes con carcinoma 

mamario, ocurren en una región del gen muy conservada evolutivamente que 

comprende los exones 5 al 8. Cuando la mutación aparece en la secuencia codificante 

del gen, la proteína resultante pierde su capacidad de regulación del crecimiento celular 

y la célula adquiere características más agresivas que se ven reflejadas en los tumores. 

No está del todo aclarado qué eventos moleculares inducen a la proteína p53, sin 

embargo, es conocido que la radiación ultravioleta y las roturas de la doble cadena de 

ADN son potentes inductores de la estabilización de p53 a través de una proteína 

quinasa dependiente de ADN y de la proteína inducida por el gen ATM. ATM es una 

proteína implicada en la transducción con alta afinidad por PI3K. Inhibidores de la 

proteína quinasa C, o fosfatasa serina-treonina, y la adenosina monofosfato cíclica 

pueden prevenir las respuestas mediadas por p53. p53 induce la paralización del 

crecimiento celular, en parte a través de la inducción de p21, y de ese modo la 

inhibición de la ciclina E-CDK2 catalizadora de la fosforilación de pRb. p53 induce la 

transcripción de genes reparadores del ADN, incluyendo la ciclina G, ERCC, y Gadd 

45.151 

 

 Los reguladores negativos de TP53 son la fosforilación por varias quinasas, 

acetilación por histonas, su exclusión nuclear y, la más importante, su degradación a 

través de una ligasa denominada MDM-2 (murine double-minute gene-2). 

 

 El estudio de las alteraciones de TP53 es laborioso debido a la presencia 

potencial de mutaciones a lo largo de varios exones. A pesar de esto, numerosos grupos 

han investigado las mutaciones de TP53 en DNA sérico y plasmático, probablemente 

debido a la prevalencia de alteraciones de TP53 en la mayoría de los tumores. Su 

estudio se ha realizado mediante SSCP seguido de técnicas se secuenciación, y en 

general el estudio de las mutaciones en plasma se han asociado al análisis de otras 

alteraciones. 

 

 En cáncer de mama, los estudios que analizan mutaciones de TP53 en plasma 

como único marcador son muy escasos. La mayoría de los estudios han analizado 

mutaciones de TP53 en plasma o suero junto con otros marcadores como 

hipermetilación o alteraciones de microsatélites. En estos estudios los datos han sido 
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evaluados con respecto al total de los parámetros analizados, y las conclusiones del 

valor aislado de TP53 no han sido frecuentes. En diversos estudios, los rangos de 

detección de TP53 fueron de 37% en cáncer de pulmón, 5% en cáncer de mama, 21% en 

cáncer colorrectal y 18% en cáncer de cabeza y cuello. En los estudios la sensibilidad de 

la detección en plasma o suero estuvo entre el 25% y 85%. Sin embargo, está claro, 

según los datos de la sensibilidad y los rangos de detección global que, a pesar de la alta 

prevalencia de las alteraciones de TP53 en los tumores humanos, el análisis de las 

mutaciones de TP53 en plasma o suero es técnicamente dificultosa y probablemente no 

suficiente por sí sola con fines pronósticos. El hecho de que mutaciones de TP53 se 

encuentren en el 30-40% de las pacientes con cáncer de mama, sugiere que puede ser un 

marcador útil110. 
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PÉRDIDA DE HETEROCIGOSIDAD 

 

 Se entiende por pérdida de heterocigosidad la pérdida de un segmento 

cromosómico y en consecuencia de la capacidad de codificación de información que 

contenía, involucrando en muchas ocasiones a varios genes. La LOH es una alteración 

genética asociada a la inactivación de genes supresores, por lo que la búsqueda de las 

mismas sirve de base para la identificación de genes supresores claves para el desarrollo 

del cáncer. Además, muchas de estas alteraciones están asociadas con las formas más 

agresivas del tumor, y por tanto tienen en esas ocasiones un importante valor 

pronóstico. Para el análisis de estas pérdidas alélicas en las diferentes regiones nos 

hemos apoyado en la existencia de secuencias tipo microsatélite. 

 

 Los microsatélites son secuencias de ADN de longitud variable formadas por 

repeticiones en tándem de una secuencia corta de nucleótidos, habitualmente entre 1 a 4. 

Con cebadores adecuados es posible amplificar fragmentos de ADN que pueden ser 

usados como marcadores de microsatélites, y con un panel de dichos marcadores, se 

puede estudiar su estado en los tumores. Cambios genéticos característicos en el tejido 

tumoral, en este caso las alteraciones de microsatélites, son detectables en el ADN 

plasmático. Los microsatélites más utilizados para los estudios de LOH son los 

formados por repeticiones del dinucleótido CA (TG en la hebra complementaria). Estos 

microsatélites son muy comunes, representando un 0.5% del genoma. 

 

 Cuando estos marcadores ofrecen variabilidad en cuanto al número de 

repeticiones en un locus en concreto se dice que son polimórficos, siendo cada una de 

las posibilidades una variable polimórfica. La presencia de dos variables en un mismo 

individuo permite diferenciar ambos alelos en una electroforesis en geles de acrilamida 

y a su vez permite compararlos entre diferentes tejidos (normal versus tumoral). Un 

individuo portador de dos variables polimórficas se denomina heterocigoto o 

informativo, mientras que, cuando en la región cromosómica analizada se presenta el 

mismo número de unidades repetitivas en ambos alelos se dice que este individuo es 

homocigoto o no informativo, ya que no va a ser posible distinguirlos. 
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 Debido a que estas secuencias son altamente polimórficas, son muy utilizadas en 

estudios de ligamiento para la localización de genes relacionados con enfermedades, 

estudios de segregación alélica e identificación de los individuos susceptibles de 

desarrollar una enfermedad en familias con síndromes hereditarios. 

 

 Las diferentes bandas alélicas detectadas tras la electroforesis fueron analizadas 

por densitometría, siendo capturadas en un densitómetro de imagen, GS-690 Imaging 

densitometer (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA), digitalizadas a 400 dpi y analizadas 

con el software Multi-Analist/PC (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). 

 

 Un alelo debe considerarse perdido cuando su señal se reduce el 100% con 

respecto a lo observado en su homólogo en el tejido normal. Sin embargo, son 

aceptadas pequeñas variaciones en estas cantidades debido a problemas intrínsecos a la 

técnica de amplificación por PCR, como la presencia de pequeñas cantidades de células 

normales entre el tejido tumoral, o en este estudio, del ADN de las células 

mononucleares, pudiendo ser el resultado de la expresión de diferentes intensidades de 

banda aún en situaciones de total ausencia de un alelo. Por eso, en el estudio se va a 

considerar que existe LOH cuando la señal del alelo se reduce más del 75% respecto a 

su observación en condiciones normales. 

 

 Con el uso de los microsatélites se puede estudiar igualmente el fenómeno 

denominado inestabilidad de microsatélites. Este evento genético es la consecuencia de 

la existencia de anomalías en el sistema de reparación de fallos de apareamiento en la 

doble hebra de ADN conocido como MMR (Miss-Match Repair), que se caracteriza por 

una elevada acumulación de mutaciones y alteraciones en la longitud de los 

microsatélites de ADN. Se detecta como un cambio en la movilidad electroforética de 

los productos de PCR, al menos de alguno de los alelos amplificados debido a ese 

cambio de tamaño. Esta alteración no implica la pérdida de regiones y por tanto la 

deleción e inactivación de ningún gen. A pesar de que la MI es rara en cáncer de mama, 

se estudió su presencia en el análisis de los microsatélites, pero sólo se consideró LOH 

porque la MI no se detectó en ADN tumoral. 
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CARACTERIZACIÓN DEL ADN PLASMÁTICO 

 

• Análisis de microsatélites 

 

 Como primer estudio molecular se analizó LOH usando 6 marcadores de 

microsatélites en los cromosomas 17, D17S855152 y D17S654153; 16, D16S421154; 11, 

TH2
155; 10, D10S197156 ; y 9, D9S161157. Estos marcadores fueron escogidos porque 

muestran una alta tasa de alteraciones en cáncer de mama. La amplificación del ADN 

fue realizada por PCR convencional en las muestras de ADN plasmático y de tejido 

tumoral y sano. La PCR se realizó en volúmenes de 25 µl usando 100 ng de ADN como 

muestra patrón, 0.75 unidades de Ampli Taq Gold DNA polimerasa (Perkin-Elmer, 

Roche Molecular Systems, Inc, Branchburg, NJ), 2.5 µl de 10 X PCR buffer, 200 µM 

deoxinucleótido trifosfato, 0.6 µM de cada cebador, y un rango de concentraciones de 

cloruro de magnesio, dependiendo del marcador polimórfico. Se realizó una 

amplificación a 40 ciclos en un termociclador (Perkin-Elmer, Foster City, CA) para 

ADN plasmático, y a 30 ciclos para el resto de las muestras (tejido mamario normal y 

tumoral y el ADN de las células mononucleares de sangre periférica). Los alelos fueron 

separados mediante la mezcla de 25 µl de producto PCR con 10 µl de buffer, 0.02% 

xylene cyanol, y 0.02% de bromfenol azul. La electroforesis se realizó mediante gel de 

poliacrilamida desnaturalizado al 8-12% durante 12-15 horas a 500 V. Tras la 

electroforesis, la intensidad de banda alélica se detectó mediante tinción de plata y 

medida por densitometría. La imagen del gel fue capturada por densitometría y 

analizada según se ha mencionada previamente. 

 

 

• Análisis de mutaciones del gen TP53 

 

 El segundo análisis molecular usado para la caracterización del ADN tumoral 

plasmático, realizado mediante SSCP de acuerdo con la modificación del método 

realizada por Orita158, fue la presencia de mutaciones en los exones conservados de 

TP53; se amplificaron los exones 5, 6, 7 y 8. Los cebadores usados fueron: exon 5, 5´- 

TCCTTCCTCTTCCTACAG y 5´-ACCCTGGGCAACCAGCCCTGT; exon 6, 5´-

ACAGGGCTGGTTGCCCAGGGT y 5´- AGTTGCAAACCAGACCTCAGGCG;; 
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exon 7, 5´-TCCTAGGTTGGCTCTGACTGT y 5´-AGTGGCCCTGACCTGGAGTCT ; 

y exon 8, 5´-GGGACAGGTAGGACCTGATTTCCTT  y 5´-

ATCTGAAGGCATAACTGCACCCTTGG. Las temperaturas de emparejamiento 

fueron 65ºC, 67ºC, 62ºC y 68ºC, respectivamente. La PCR se realizó bajo condiciones 

estándares en un volumen de 25 µl que contenían 2 µl (100 ng) de ADN de muestra 

patrón (tumoral, normal o ADN plasmático); 2.5 µl de 10X buffer PCR y 0.75 unidades 

de Ampli Taq Gold (Perkin-Elmer, Roche Molecular Systems, Inc.); 200 µM de mezcla 

de deoxinucleótido trifosfato; 0.6 µM de cada cebador; clorhidro magnésico en un rango 

de concentraciones dependiendo del cebador; y el agua destilada necesaria para alcanzar 

el volumen total. Mediante amplificación por PCR, las muestras se procesaron a 40 

ciclos de 94ºC durante 1 minuto para ADN plasmático y a 30 ciclos para el resto de las 

muestras. Luego se sometieron a un rango de temperaturas de emparejamiento, 

dependiendo del cebador, y finalmente a 70ºC durante 1 minuto. Los productos 

amplificados fueron desnaturalizados mezclándolos con 15 µl de solución stop 

desnaturalizante que contenía formamida 98%, 10 µM edatamilo (pH 8.0) 0.02% xileno 

cyanol, y 0.02% de bromofenol azul; calentado a 95ºC durante 5 minutos; y 

rápidamente enfriado en hielo. La electroforesis se realizó en gel de poliacrilamida 

desnaturalizado al 8-12% durante 12-15 horas a 250 V. La intensidad de banda alélica 

en los geles se detectó mediante un método no radioisotópico, usando tinción de plata. 

Las muestras que mostraban una banda diferencial en el polimorfismo conformacional 

de cadena simple fueron amplificadas para obtener muestras patrón para la 

secuenciación del ADN. Estas amplificaciones fueron independientes de aquellas usadas 

para el análisis de SSCP. Los fragmentos de ADN amplificados fueron purificados 

usando el High Pure PCR Product Purification Kit (Boehringer Mannheim). Los 

fragmentos de ADN purificados fueron secuenciados mediante el ABI Prism 377 ADN 

Sequencer (PE Applied Byosystem). 
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ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

 Se realizó un análisis estadístico descriptivo analizando las características 

clínico-patológicas de las pacientes reclutadas. Las variables categóricas fueron 

contrastadas con el test de la Chi-cuadrado (χ2) con la corrección de Yates159 o con los 

resultados exactos de Fischer cuando alguna de las frecuencias esperadas era menos de 

5. Los valores de p≤ 0.05 fueron considerados significativos.  

 

• Análisis univariante 

 

 Para determinar si alguna de las variables podía predecir la recurrencia de la 

enfermedad de manera independiente se realizó un estudio univariante. Se analizaron 

todas las variables incluidas en el estudio. La relación entre la probabilidad acumulativa 

de supervivencia global y supervivencia libre de enfermedad, y otros predictores 

analizados, fue calculada siguiendo el método de Kaplan-Meier160, mientras que las 

diferencias significativas entre las curvas fueron evaluadas mediante el log-rank test de 

Mantel161 . 

 

• Análisis multivariante 

 

 Para identificar factores que podrían tener significación independiente que 

influyeran en la supervivencia global y en la supervivencia libre de enfermedad, se 

aplicó el modelo de análisis multivariante de regresión de riesgo proporcional Cox162. 

Este modelo incluía las variables que modificaron la estimación del ADN plasmático al 

diagnóstico más del 10%. Las razones de riesgo ajustadas (RR) se presentaron con sus 

correspondientes intervalos de confianza (CI) del 95%. Se evaluó el modelo básico de 

riesgos asumidos. Para cada hipótesis a contrastar, si presentaba un error tipo I (x) 

menos del 0.05, la hipótesis nula fue rechazada. 

 

 Para los análisis estadísticos se usó el programa del SSPS versión 11.0. 
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DETECCIÓN DE ADN TUMORAL PLASMÁTICO  

 

 Se estudiaron prospectivamente una serie consecutiva de 147 pacientes con  

cáncer de mama, reclutadas entre octubre de 1997 y julio del 2001, para determinar la 

presencia de ADN plasmático con características de ADN tumoral como marcador 

pronóstico en el momento del diagnóstico, mediante su relación con la recurrencia de la 

enfermedad, la supervivencia libre de enfermedad y la supervivencia global, con un 

seguimiento medio de 58 meses. A los tres años del inicio del estudio, con un 

seguimiento de 22 meses, se realizó un corte para analizar el valor predictivo del 

marcador en el número de recaídas y en la supervivencia libre de enfermedad. El 

estudio también incluyó a un grupo de 35 controles sanos.  

 

 En cinco pacientes no se detectaron niveles circulantes de ADN plasmático, 

siendo estos casos excluidos del análisis estadístico. 

 

 El resto de las pacientes, 142 (97%), mostraron ADN plasmático a una 

concentración que variaba entre 21 y 195 ng/ml (concentración media de 135 ng/ml).  

 

 En el grupo de controles, el ADN plasmático fue detectado en unas 

concentraciones menores que en el grupo de pacientes, con una media de 15 ng/ml y un 

rango de 0 a 49 ng/ml. 

 

 Tras la determinación de las mutaciones puntuales del gen TP53 y del análisis 

del estatus alélico de las seis regiones cromosómicas estudiadas con los marcadores 

usados para la caracterización del ADN plasmático como ADN tumoral, se identificaron 

104 carcinomas de mama (73.2%) con al menos una alteración molecular en los 

marcadores estudiados. Entre estas pacientes, se identificaron 61 pacientes (42.9%) con 

al menos una de estas alteraciones en el ADN plasmático, sugiriendo así el origen 

tumoral, y fueron consideradas como positivas para ADN tumoral plasmático. De estas, 

59 pacientes (41.5%) mostraron pérdida de heterocigosidad en al menos un marcador 

polimórfico. Mutaciones en el gen TP53 se encontraron en 10 pacientes (7%), de los 

cuales ocho presentaban también pérdida de heterocigosidad y 2 no mostraron 
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concomitancia en la pérdida de heterocigosidad en ninguno de los marcadores 

analizados. 

 

 En el resto de las 81 pacientes (57.1%)  con un nivel detectable de ADN 

plasmático, no se detectaron cambios moleculares específicos del tumor, por lo que 

estos casos se consideraron como negativos para la presencia de ADN tumoral 

plasmático.  

 

 No se encontraron alteraciones con los marcadores moleculares específicos del 

tumor usados en el plasma de los controles sanos que mostraron cantidades detectables 

de ADN plasmático. 
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CARACTERÍSTICAS CLÍNICO-PATOLÓGICAS DE LA SERIE 

 

 El total de la serie de pacientes y sus características clínico-patológicas 

analizadas se correlacionaron con la presencia de ADN tumoral plasmático al 

diagnóstico y, aparece reflejado en la Tabla 1. 

 

 La edad media de la serie fue de 55 años, con un rango entre 29 y 94 años. Las 

pacientes se dividieron en dos grupos de edades, mayores o menores de 55 años y, no se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas entre dichas edades y la 

presencia o no de ADN tumoral al diagnóstico. 

 

 La presencia de invasión vascular, uno de los factores clásicos de mal pronóstico 

del cáncer de mama, fue otro de los parámetros analizados y, no se vio influenciada por 

el ADN tumoral. 

 

 La mayoría de los tumores se encontraban en estadios iniciales intermedios (T2), 

y no se encontró ninguna correlación significativa entre un mayor tamaño tumoral y el 

ADN tumoral positivo al diagnóstico. 

 

 La afectación ganglionar axilar, el marcador pronóstico de mayor influencia en 

la supervivencia de las pacientes con cáncer de mama, tampoco se relacionó con la 

presencia o no de ADN tumoral. 

 

 Cuando se analizó el grado histológico se observó una mayor tendencia a la  

aparición de ADN tumoral plasmático en las pacientes con tumores más agresivos, pero 

sin llegar a tener significación estadística. 

 

 Tanto la presencia de receptores hormonales de estrógenos como de 

progesterona no se vio influenciada por la del ADN tumoral, presentando el estudio de 

ambos receptores una incidencia muy similar.  

 

 Las pacientes, todas ellas en estadios no metastásicos, se dividieron, de acuerdo 

con los datos de supervivencia obtenidos tras el seguimiento medio de 58 meses, en dos 
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grupos de similar supervivencia: estadios I y IIA y, estadios IIB y III. La presencia de 

ADN tumoral al diagnóstico fue significativamente mayor en los estadios más 

avanzados. 

 

 El número de pacientes que recayó se relacionó positivamente con la presencia 

de ADN tumoral (p<0.001). 

 

 Las pacientes que fallecieron presentaban mayor incidencia de ADN tumoral 

que las que no fallecieron, con un valor significativo (p=0.003). 
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Tabla 1: Características clínico-patológicas de las 142 pacientes de la serie y su 

correlación con la presencia o ausencia de ADN tumoral plasmático al diagnóstico. El 

estadio tumoral se subdividió en dos grupos de supervivencia similar. El estadio, el 

número de recaídas y el número de fallecimientos resultaron significativos. 

 

 

 

 

ADN al diagnóstico 
Variable Categoría 

No (81) Si (61) 
p 

Edad >55 

<55 

42 (58%) 

39 (56%) 

30 (42%) 

31 (44%) 
0.424 

Invasión vascular No 

Si 

62 (56%) 

18 (62%) 

48 (44%) 

11 (38%) 
0.373 

Tamaño 

 

T1 

T2 

T3 

31 (70%) 

39 (51%) 

  9 (45%) 

13 (30%) 

37 (49%) 

11 (55%) 

0.105 

Afectación ganglionar axilar No 

Si 

42 (62%) 

39 (53%) 

26 (38%) 

35 (47%) 
0.199 

Grado histológico I 

II 

III 

  9 (69%) 

36 (69%) 

33 (45%) 

  4 (31%) 

16 (31%) 

40 (55%) 

0.34 

Receptores de estrógenos No 

Si 

21 (55%) 

58 (57%) 

17 (45%) 

44 (43%) 
0.575 

Receptores de progesterona No 

Si 

30 (53%) 

48 (59%) 

27 (47%) 

34 (41%) 
0.309 

Estadio I + IIA 

IIB + III 

50 (66%) 

31 (47%) 

26 (34%) 

35 (53%) 
0.018 

Recaída No 

Si 

71 (66%) 

10 (29%) 

36 (34%) 

25 (71%) 
<0.001 

Éxitus No 

Si 

71 (63%) 

10 (33%) 

41 (37%) 

20 (67%) 
0.003 
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SEGUIMIENTO Y RECAÍDAS A LOS 3 AÑOS 

 

 Dentro del estudio se realizó un primer corte a los 3 años del inicio, cuando el 

total de la serie llevaba una mediana de seguimiento de 22 meses (rango, 1-46 meses). 

En este periodo de tiempo se produjeron 23 recaídas (16%) de la enfermedad. Los sitios 

más frecuentes de recaídas fueron a nivel local y óseo, que se produjeron en 10 y 6 

pacientes respectivamente. Del total de la serie, 4 pacientes murieron por progresión de 

la enfermedad. Dos de estas pacientes mostraban ADN tumoral plasmático y las otras 

dos no tenían evidencia de dicha alteración.  

 

 En base a las recaídas que se produjeron, se calculó la supervivencia libre de 

enfermedad, que fue de 92% en el primer año (95% CI, 87-97%), 85% para el segundo 

año (95% CI, 78-92%), 76% para el tercer año (95%, CI 65-87%), y 39% a los 45 meses 

(95%, CI 7.8-71%) (Tabla 2) (Figura 3).  

 

 De las 23 pacientes que recayeron en este periodo, en 17 (74%) se detectó ADN 

plasmático con características de ADN tumoral, y en 6 (26%) no se detectó. Cuando 

esta distribución de las pacientes con recaída fue analizada en relación con el resto de 

las pacientes, se observó una diferencia estadísticamente significativa (p=0.005).  
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Tabla 2: En el corte a los tres años, con una media de seguimiento de la serie de 22 

meses, se calculó la probabilidad de supervivencia libre de enfermedad a los 12, 24, 36 

y 45 meses. 

 

 

Tiempo (meses) SLE 95% CI 

12 92% 87 – 97 

24 85% 78 – 92 

36 76% 65 – 87 

45 39% 7.8 - 71 

      Abreviaturas: SLE: Supervivencia libre de enfermedad 
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Figura 3: Curvas de Kaplan-Meier de la supervivencia libre de enfermedad a los 3 años 

de las 142 pacientes de la serie de acuerdo con la presencia o ausencia de ADN 

plasmático al diagnóstico (p=0.05). La línea continua indica ADN positivo al 

diagnóstico y la línea discontinua, ADN negativo al diagnóstico. 
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SUPERVIVENCIA LIBRE DE ENFERMEDAD A LOS 3 AÑOS 

 

 En el corte del estudio que se realizó a los tres años, se analizaron los siguientes 

parámetros para calcular su efecto y su posible relación con la supervivencia libre de 

enfermedad: expresión de c-erbB2, índice de proliferación (Ki-67), expresión de bcl-2, 

ADN tumoral plasmático, estadio patológico, estado menstrual, histología, afectación 

ganglionar axilar, tamaño tumoral, receptores de estrógenos, invasión vascular y 

tratamiento sistémico. Después del análisis univariante de todas las variables 

comentadas, sólo el tamaño tumoral, el estadio, la afectación linfática axilar y el ADN 

tumoral plasmático demostraron tener valor estadísticamente significativo y fueron 

capaces de predecir la supervivencia libre de enfermedad (Tabla 3).  

 

 

 Las variables que resultaron con relación significativa en el análisis univariante 

fueron consideradas en el modelo multivariante de regresión de Cox para la 

supervivencia libre de enfermedad. Las pacientes con ADN tumoral plasmático tenían 

un riesgo relativo en la supervivencia libre de enfermedad de 2.6 (95% CI, 0.84-8.2;  

p=0.08) cuando se compararon con el resto de pacientes sin dicha alteración molecular. 

Las pacientes con un tamaño tumoral mayor de 5 cm tenían un riesgo relativo en la 

supervivencia libre de enfermedad de 3.0 (95% CI, 1.1-8.2; p=0.03) en comparación 

con las pacientes con tumores de menor tamaño. La presencia de afectación ganglionar  

axilar tenía un riesgo relativo en supervivencia libre de enfermedad de 2.6 (95% CI, 

0.85-8.3; p=0.09) en comparación con las pacientes sin afectación axilar. Las pacientes 

con estadios tumorales más avanzados presentaban un riesgo de 1.9 (95% CI, 0.4-8.9; 

p=0.4) comparadas con aquellas con estadios más precoces (Tabla 4). 
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Tabla 3: Análisis de las variables que alcanzaron valor estadísticamente significativo 

tras el análisis univariante en relación con la supervivencia libre de enfermedad a los 3 

años. No se reflejan el resto de variables analizadas ya que al no presentar valor 

estadísticamente significativo no influyen en la supervivencia libre de enfermedad.  

 

   Abreviaturas: Nº: número de pacientes; SLE: Supervivencia libre de enfermedad. 

 

Variable Nº SLE (45 meses) p (log-rank) 

Estadio   

            I 29 90 % 

            II 88 60 % 

            IIIA 21 57 % 

            IIIB  4   0  % 

 

0.0001 

Nº ganglios axilares afectados   

            0 68 91 % 

            1-3 41 32 % 

            >3 33 35 % 

 

0.05 

Tamaño tumoral (mm)   

            0-20 44 89 % 

            21-50 78 32 % 

            >50 20 61 % 

 

0.03 

ADN tumoral plasmático   

            No detectado 81 44 % 

            Detectado 61 34 % 

 

0.05 
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Tabla 4: Modelo de riesgo proporcional para la supervivencia libre de enfermedad a los 

tres años (análisis multivariante). El valor RR representa el riesgo relativo de recaída de 

la enfermedad a los tres años cuando la variable analizada estaba presente, así el ADN 

positivo al diagnóstico confiere un riesgo relativo de recaída de 2.6. 

 

 

Variable Categoría p RR 95% CI 

ADN al diagnóstico Si vs No 0.08 2.6 0.84 - 8.2 

Tamaño tumoral > 5 cm vs <  5 cm 0.03 3.0 1.1 - 8.2 

Afectación ganglionar axilar Si vs No 0.09 2.6 0.85 - 8.3 

Estadio IIIA + IIIB vs I + II 0.4 1.9 0.4 - 8.9 

   Abreviaturas: RR: Riego relativo. 
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SEGUIMIENTO Y RECAÍDAS A LOS 5 AÑOS 

 

 Este periodo de seguimiento, que incluye 5 años y tras el cual finaliza el estudio, 

comprende el intervalo de tiempo desde la cirugía y la última visita o la muerte de la 

paciente. Hasta agosto de 2004, las pacientes habían sido seguidas una media de 58 

meses, con un rango entre 37 y 82 meses.  

 

 Durante este periodo se produjeron 35 recaídas (24.6%) de la enfermedad. Del 

total de las recaídas, 15 (42.8%) fueron locales, 10 (28.6%) fueron metástasis óseas y 10 

(28.6%) recaídas de la enfermedad a otros niveles.  

 

 La edad media de las pacientes que recayeron durante el seguimiento fue de 61 

años, con un rango entre 35 y 89 años. 

 

ADN tumoral plasmático fue detectado en 25 de las 35 pacientes que recayeron 

(71.4%), en contraste con su detección en 36 de las 107 pacientes sin enfermedad 

metastásica (33.6%); (p <0.001). Las cifras de recaídas de las pacientes alcanzan 

significación estadística cuando se relacionan con la presencia de ADN tumoral 

plasmático. 
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SUPERVIVENCIA LIBRE DE ENFERMEDAD A LOS 5 AÑOS 

 

 Durante el seguimiento, se observaron 35 recaídas. En base a este número, y con 

el seguimiento de 5 años, la supervivencia libre de enfermedad de la serie a los 1, 2, 3, 4 

y 5 años viene reflejada en la Tabla 5.  

 

La supervivencia libre de enfermedad entre las pacientes con ADN tumoral 

plasmático al diagnóstico fue de 54% (95% CI, 41% - 67%) mientras que en pacientes 

en las que no se detectó ADN tumoral plasmático fue de 86% (95% CI, 78% - 93%); 

(p=0.0003) (Figura 4A).  

 

 El análisis univariante de las características clínicas y patológicas demostró que 

cuatro de esos parámetros eran predictores significativos de la supervivencia libre de 

enfermedad: tamaño tumoral, afectación axilar ganglionar, estadio y ADN tumoral 

plasmático.  

 

 El análisis multivariante identificó sólo al ADN tumoral plasmático al 

diagnóstico con valor predictivo para la supervivencia libre de enfermedad (Tabla xx6). 
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Tabla 5: Supervivencia libre de enfermedad de la serie, con una media de seguimiento 

de 58 meses, a los 1, 2, 3, 4, y 5 años. 

 

 

Tiempo (meses) SLE 95% CI 

12 91% 87 – 95 

24 86% 80 – 92 

36 78% 70 – 86 

48 76% 68 – 84 

60 71% 63 – 79 

      Abreviaturas: SLE: Supervivencia libre de enfermedad 
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Figuras 4A y 4B: Curvas de supervivencia libre de enfermedad a los 5 años (A) y de 

supervivencia global (B) de Kaplan-Meier en relación a la presencia de ADN tumoral 

plasmático al diagnóstico. La línea continua indica ADN positivo al diagnóstico y la 

línea discontinua, ADN negativo al diagnóstico. 
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Tabla 6: Análisis de la asociación entre la presencia de ADN tumoral plasmático al 

diagnóstico y la supervivencia libre de enfermedad con una media de seguimiento de 58 

meses. Las celdas en blanco son las variables que no modifican a la variable ADN al 

diagnóstico en más del 10% de su valor, no consideradas para el análisis multivariante. 

Abreviaturas: HR: hazard ratio; CI: intervalo de confianza; Tratamiento 1: cirugía, 

cirugía más radioterapia, cirugía más quimioterapia, cirugía más radioterapia más 

quimioterapia y, cirugía más radioterapia más quimioterapia más hormonoterapia. 

Tratamiento 2: cirugía más hormonoterapia, cirugía más quimioterapia y radioterapia 

y, cirugía más radioterapia y hormonoterapia. DI: carcinoma ductal infiltrante; Lob: 

carcinoma lobulillar infiltrante.  

Análisis Univariante Análisis Multivariante   Variable Categoría 

HR (95% CI) p HR (95%CI) p 

ADN al diagnóstico Si vs No 2.7 1.3 - 5.7 0.007 2.7 1 - 6.9 0.038 

Edad al diagnóstico <55 vs >55 1.8 0.9 - 3.6 0.091 2.1 0.9 - 4.9 0.084 

Invasión vascular Sí vs No 1.8 0.8 - 3.8 0.157 1.4 0.5 - 3.6 0.52 

T2 vs T1 2.4 1.0 - 6.1 0.010    Tamaño tumoral 

 T3 vs T1 4.8 1.6 - 14.1 0.004    

Afectación ganglionar axilar     Si vs No 3.6 1.7 - 7.9 0.001 2.6 0.5 - 12.7 0.23 

2 vs 1 0.9 0.3 - 3.5 0.921    Grado histológico 

 3 vs 1 1.3 0.4 - 4.5 0.638    

Receptores de estrógenos - vs + 1.4 0.6 - 2.9 0.415 2 0.9 - 4.7 0.19 

Receptores de progesterona - vs + 1.44 0.68 - 3.01 1.44    

IIA vs I 0.8 0.2 - 2.7 0.718 0.4 0.1 - 1.8 0.22 

IIB vs I 2.3 0.9 - 6.1 0.087 0.7 0.1 - 4.8 0.74 

Estadio 

III vs I 4.5 1.6 - 12.9 0.005 1.5 0.2 - 10.6 0.69 

Tratamiento 2 vs 1 1.8 0.9 - 3.7 0.095    

Estado menstrual Pre vs post 1.24 0.61 - 2.55 0.55    

DI vs Lob 0.47 0.11 - 1.96 0.3    Tipo histológico 

Otros 1.02 0.39 - 2.67 0.97    

c-erbB2 Si vs No 1.28 0.38 - 4.32 0.69    

Ki-67 Si vs No 1.66 0.47 - 5.92 0.43    

bcl-2 Si vs No 0.49 0.16 - 1.47 0.2    
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SUPERVIVENCIA GLOBAL A LOS 5 AÑOS 

 

 Durante el periodo de seguimiento se produjeron 30 muertes, de las que 20 

(66.7%) fueron de pacientes con ADN tumoral positivo y 10 (33.3%) con ADN tumoral 

negativo en el momento del diagnóstico. Por el contrario, de las 112 pacientes que no 

fallecieron, 71 (63.4%) no tenían ADN tumoral al diagnóstico frente a 41 (36.6%) en las 

que este era positivo.  Analizando el número de éxitus de la serie, observamos que 

fallece el 32.7% de las pacientes que tenían ADN tumoral positivo al diagnóstico y, el 

12.3% de las que tenían el ADN tumoral negativo al diagnóstico (p =0.003).  

 

 En el análisis final, la supervivencia global de la serie tras los cinco años de 

seguimiento fue del 71% (95% CI, 61% - 81%). Cuando se analizó la supervivencia 

global en relación a la presencia o ausencia de ADN tumoral en plasma en el momento 

del diagnóstico, se observó una diferencia estadísticamente significativa entre los casos 

positivos, los cuales mostraban una supervivencia global a los cinco años del 59% (95% 

CI, 45% - 73%), y los casos negativos que mostraban una supervivencia global a los 

cinco años del 83% (95% CI, 73% - 93%); (p=0.01). (Figura 4B) 

 

 Se realizó un análisis univariante para determinar la influencia del ADN 

plasmático tumoral y de las características clínicas y patológicas de las pacientes en la 

supervivencia global. Aquellas variables que pueden ser consideradas como factores 

estadísticamente significativos en la predicción de la supervivencia global fueron: edad 

al diagnóstico, tamaño tumoral, afectación ganglionar axilar, receptores de estrógenos, 

estadio, tipo de tratamiento y la presencia de ADN tumoral plasmático (Tabla 7).  

 

 El análisis reveló similitudes en relación con la supervivencia global entre los 

estadios I y IIA, y diferencias entre los estadios I y IIB y entre los estadios I y III 

(Figura 5). Consecuentemente, para realizar el análisis multivariante mediante el 

modelo de regresión de Cox, se procedió a un agrupamiento de los estadios y así, los 

estadios I y IIA fueron considerados como estadios iniciales y los estadios IIB y III 

fueron considerados como estadios más avanzados.  
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 Usando las variables generadas por el análisis univariante, se estableció un 

modelo de regresión de Cox multivariante para la supervivencia global. Entre aquellas 

variables, la edad al diagnóstico, los receptores de estrógenos, tamaño tumoral y 

afectación ganglionar axilar demostraron una relación de independencia sobre la 

supervivencia global (Tabla 7).  

 

 Aunque la positividad del ADN tumoral plasmático no mostró un valor de p 

estadísticamente significativo, sí que mostró un riesgo relativo de 1.6 con respecto de 

las pacientes que tenían ADN plasmático negativo. El valor de la p en nuestro estudio, 

aunque no alcanza un valor estadísticamente significativo, sí que muestra una tendencia 

hacia la significación, que probablemente se hubiera alcanzado con una serie mayor o 

con un periodo de seguimiento más prolongado. 
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Tabla 7: Análisis de la asociación entre la presencia de ADN tumoral plasmático al 

diagnóstico y la supervivencia global de las pacientes con una media de seguimiento de 

58 meses. Las celdas en blanco corresponden a las variables que no modifican a la 

variable ADN al diagnóstico en más del 10% de su valor y no se han considerado para 

el análisis multivariante. 

Abreviaturas: HR: hazard ratio; CI: intervalo de confianza; Tratamiento 1: cirugía, 

cirugía más radioterapia, cirugía más quimioterapia, cirugía más radioterapia más 

quimioterapia y, cirugía más radioterapia más quimioterapia más hormonoterapia. 

Tratamiento 2: cirugía más hormonoterapia, cirugía más quimioterapia y radioterapia 

y, cirugía más radioterapia y hormonoterapia. DI: carcinoma ductal infiltrante; Lob: 

carcinoma lobulillar infiltrante. 

Análisis Univariante Análisis Multivariante   Variable Categoría 

HR (95% CI) p HR (95% CI) p 

ADN al diagnóstico Si vs No 2.5 1.2 - 5.3 0.018 1.6 0.6 - 4.4 0.3 

Edad al diagnóstico <55 vs >55 3.2 1.4 - 7.2 0.005 2.5 0.9 - 6.4 0.06 

Invasión vascular Si vs No 1.2 0.5 - 2.7 0.716 0.9 0.3 - 2.5 0.8 

T2 vs T1 6.7 1.6 - 28.7 0.010 4.1 0.8 - 19.8 0.07 Tamaño tumoral 

 T3 vs T1 8.9 1.9 - 43.0 0.006 6.1 1.1 - 34.1 0.03 

Afectación ganglionar axilar    Si vs No 3.9 1.6 - 9.6 0.003 2.5 0.9 - 6.9 0.07 

2 vs 1 0.38 0.1 - 1.7 0.210    Grado histológico 

 3 vs 1 1.5 0.4 - 4.9 0.527    

Receptores de estrógenos - vs + 2.4 1.1 - 5.1 0.022 4.5 1.9 - 10.4 <0.001 

Receptores de progesterona - vs + 0.93 0.45 - 1.92 0.83    

Estadio IIB+III vs I+II  5.1 2.1 - 12.5 <0.001    

Tratamiento 2 vs 1 3.2 1.3 - 7.9 0.011 1.5 0.5 - 3.9 0.4 

Estado menstrual Pre vs post 2 0.86 - 4.66 0.19    

DI vs Lob 0.26 0.04 - 1.94 0.19    Tipo histológico 

DI vs Otros 0.95 0.36 - 2.5 0.92    

c-erbB2 Si vs No 2.7 0.68 - 11.32 0.15    

Ki-67 Si vs No 5.1 0.64 - 39.58 0.12    

bcl-2 Si vs No 0.1 0.1 - 3.23 0.15    
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Figura 5: Curvas de supervivencia libre de enfermedad de Kaplan-Meier en relación 

con el estadio tumoral. 
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ANÁLISIS DE LA RELACIÓN ENTRE ADN TUMORAL PLASMÁTICO CON 

CARGA TUMORAL Y GRADO HISTOLÓGICO 

 

• Relación del ADN tumoral plasmático con la afectación axilar 

 

 Se estableció una comparación directa entre el factor pronóstico más importante 

en el cáncer de mama, la afectación ganglionar axilar y, la presencia de ADN tumoral 

plasmático al diagnóstico, en relación con la supervivencia.  

 

 Entre las 68 pacientes sin afectación ganglionar axilar, fallecieron 6; 3 pacientes 

presentaban ADN tumoral plasmático y las otras 3 no (p=0.7). Figura 6A. 

 

 En cambio, de las 74 pacientes con afectación ganglionar axilar, el número de 

fallecimientos fue de 24; de éstas, 16 presentaban ADN tumoral plasmático y 8 no 

(p=0.08).  Figura 6B. 

 

 

• Relación del ADN tumoral plasmático y del grado histológico con la 

carga tumoral 

 

Se comparó el papel del factor pronóstico grado histológico con el del ADN 

tumoral al diagnóstico estudiando su influencia en la supervivencia de forma separada, 

en pacientes con poca carga tumoral (sin afectación axilar y con tamaño tumoral T1-T2) 

y, por otro lado en las pacientes con elevada carga tumoral (afectación axilar y mayor 

tamaño tumoral (T3), para poder valorar si alguno de ellos era capaz de discriminar 

grupos de evolución diferente. 

 

En el grupo de pacientes con baja carga tumoral se produjeron 6 muertes. De 

estas, 2 presentaban grado histológico 1 y 2 y, 4 presentaban grado histológico 3. A su 

vez 3 tenían ADN tumoral positivo y 3 tenían ADN tumoral negativo. Estos valores no 

resultan significativos estadísticamente (Figura 7A y 8A). 
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En el grupo de pacientes con  elevada carga tumoral fallecieron 24 pacientes y, 

tanto al analizar la presencia entre ellos del ADN tumoral plasmático y del grado 

histológico 3, ambos parámetros tienen significación en cuanto a la supervivencia 

global, discriminando grupos de pacientes de peor evolución (Figura 7B y 8B). 
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Figuras 6A y 6B: Curvas de supervivencia global de Kaplan-Meier en relación a la 

presencia de ADN tumoral plasmático al diagnóstico en el grupo de pacientes sin 

afectación ganglionar axilar (6A) y con afectación axilar (6B). La línea continua indica 

ADN positivo al diagnóstico y la línea discontinua, ADN negativo al diagnóstico. 
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Figuras 7A y 7B: Curvas de supervivencia global de Kaplan-Meier en relación a la 

presencia de ADN tumoral plasmático al diagnóstico en el grupo de pacientes con baja 

carga tumoral (7A) y con elevada carga tumoral (7B). La línea continua indica ADN 

positivo al diagnóstico y la línea discontinua, ADN negativo al diagnóstico. 

 

p=0.73 

p=0.030 
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Figuras 8A y 8B: Curvas de supervivencia global de Kaplan-Meier en relación al grado 

histológico en el grupo de pacientes con baja carga tumoral (8A) y con elevada carga 

tumoral (8B). La línea continua indica grado histológico 3 y la línea discontinua, grados 

histológicos 1 y 2. 

 

p=0.23 

p=0.04 
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INFLUENCIA DEL TRATAMIENTO Y ADN TUMORAL PLASMÁTICO 

 

 Toda la cohorte de pacientes del estudio se dividió en diferentes subgrupos de 

acuerdo con el tratamiento realizado y posteriormente se analizó la relación de dichos 

subgrupos con la supervivencia. 

 

 De los ocho grupos de pacientes con los distintos tratamientos administrados, 

que se comentan en el apartado Material y Métodos, en sólo cuatro de ellos se pudo 

analizar la supervivencia. En los otros cuatro grupos no se pudo alcanzar poder 

estadístico suficiente al tener un número escaso de pacientes. Los grupos analizados 

fueron los siguientes: A) cirugía y hormonoterapia (n: 37); B) cirugía más quimioterapia 

adyuvante y radioterapia local complementaria (n: 24); C) cirugía más radioterapia local 

complementaria y hormonoterapia (n: 21); y D) cirugía seguida de quimioterapia 

adyuvante, radioterapia local complementaria y hormonoterapia (n: 13). La presencia de 

ADN plasmático al diagnóstico permitió identificar un comportamiento diferente en 

términos de supervivencia global en los grupos (B) y (C) (p=0.03 y p=0.004, 

respectivamente). En la Figura 9, se observa cómo en los grupos de tratamiento (B) y 

(C), la presencia de ADN implica peor supervivencia de las pacientes. 

 

 Se analizaron los grupos de pacientes que se trataron sólo con quimioterapia y 

sólo con hormonoterapia y se representan en la Figura 10. En el grupo de pacientes que 

recibieron tratamiento con quimioterapia, sin ADN tumoral plasmático al diagnóstico, 

la supervivencia global fue de 88% (95% CI, 73% - 100%) y, con ADN tumoral 

plasmático positivo fue de 54% (95% CI, 51% - 97%); p=0.08. En el grupo de pacientes 

tratado con hormonoterapia y sin ADN positivo al diagnóstico, la supervivencia global 

fue de 84% (95% CI, 73% - 95%) y la de los pacientes con ADN positivo fue de 61% 

(95% CI, 40% - 82%); p=0.16. 

 

 Una vez obtenidos los resultados definitivos del seguimiento a los 58 meses y, 

dadas las diferencias halladas en la supervivencia de las pacientes, éstas las pudimos 

agrupar en dos grupos bien diferenciados: el primer grupo, formado por 82 pacientes, 

estaba compuesto por tres subgrupos de pacientes tratadas con cirugía más 

hormonoterapia, cirugía más quimioterapia y radioterapia y, cirugía más radioterapia y 
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hormonoterapia. La supervivencia acumulada a los cinco años de estas pacientes era 

menor del 76%, y consideramos este grupo como de peor pronóstico. El segundo grupo, 

formado por 60 pacientes presentó una supervivencia global más alta que la del primer 

grupo. El ADN tumoral plasmático positivo al diagnóstico identificó una diferencia en 

el patrón de supervivencia en el  primer grupo, el de peor supervivencia (Figura 11A). 

En este grupo, la supervivencia global a los cinco años en pacientes con ADN 

plasmático positivo al diagnóstico fue 42% (95% CI, 22% - 62%) y en las pacientes con 

ADN plasmático negativo al diagnóstico fue 78% (95% CI, 62% - 94%). Esta diferencia 

no se halló en el segundo subgrupo, de mejor supervivencia (Figura 117B). 

 

 

 

 

 



  Resultados 

 91

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Curvas de supervivencia global de Kaplan-Meier en relación con la presencia 

de ADN tumoral plasmático en los cuatro grupos establecidos en base al tipo de 

tratamiento: A, cirugía y hormonoterapia; B, cirugía más quimioterapia adyuvante y 

radioterapia local complementaria; C, cirugía más radioterapia local complementaria y 

hormonoterapia; y D, cirugía seguida de quimioterapia adyuvante, radioterapia local 

complementaria y hormonoterapia. La línea continua indica ADN positivo al 

diagnóstico y la línea discontinua, ADN negativo al diagnóstico. 

 

 

 

Supervivencia global (meses)

847260483624120

S
u
p
e
rv

iv
e
n
c
ia

 a
c
u
m

u
la

d
a
 (

%
)

1,0

,9

,8

,7

,6

,5

,4

,3

,2

,1

0,0

Supervivencia global (meses)

847260483624120

S
u
p
e
rv

iv
e
n
c
ia

 a
c
u
m

u
la

d
a
 (

%
)

1,0

,9

,8

,7

,6

,5

,4

,3

,2

,1

0,0

Supervivencia global (meses)

847260483624120

S
u
p
e
rv

iv
e
n
c
ia

 a
c
u
m

u
la

d
a
 (

%
)

1,0

,9

,8

,7

,6

,5

,4

,3

,2

,1

0,0

Supervivencia global (meses)

847260483624120

S
u
p
e
rv

iv
e
n
c
ia

 a
c
u
m

u
la

d
a
 (

%
)

1,0

,9

,8

,7

,6

,5

,4

,3

,2

,1

0,0

A B 

C D 

 p=0.8  p=0.03 

 p=0.4  p=0.004 



  Resultados 

 92

Supervivencia global (meses)

847260483624120

S
u

p
e

rv
iv

e
n

c
ia

 a
c
u

m
u

la
d

a
 (

%
)

1,0

,9

,8

,7

,6

,5

,4

,3

,2

,1

Supervivencia global (meses)

847260483624120

S
u

p
e

rv
iv

e
n

c
ia

 a
c
u

m
u

la
d

a
 (

%
)

1,0

,9

,8

,7

,6

,5

,4

,3

,2

,1

0,0

10A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

10B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figuras 10A y 10B: Curvas de supervivencia global de Kaplan-Meier en relación al 

ADN tumoral al diagnóstico en pacientes tratados con quimioterapia (10A) y en los 

tratados con hormonoterapia (10B). La línea continua indica ADN positivo al 

diagnóstico y la línea discontinua, ADN negativo al diagnóstico. 

p=0.08 

p=0.16 
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Figura 11A y 11B: Curvas de supervivencia global de Kaplan-Meier en relación con la 

presencia de ADN tumoral plasmático en los grupos establecidos en base a la evolución. 

11A: mal pronóstico, n=82; 11B: buen pronóstico, n= 60. La línea continua indica ADN 

positivo al diagnóstico y la línea discontinua, ADN negativo al diagnóstico. 
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ANÁLISIS INDEPENDIENTE DE MARCADORES DE MICROSATÉLITE Y 

TP53 

 

 No se observaron correlaciones individuales entre los diferentes marcadores 

usados en la supervivencia libre de enfermedad ni en la supervivencia global.  

 

 Los análisis de regresión de Cox en relación a la supervivencia libre de 

enfermedad y a la supervivencia global para cada uno de los marcadores figuran en la 

Tabla 8.  

 

 La supervivencia global los 5 años fue del 59% (95% CI, 43% - 75%) para los 

59 pacientes con pérdida de heterocigosidad en al menos uno de los marcadores tipo 

microsatélite, y 82% (95% CI, 72% - 92%) para los 83 pacientes sin pérdida de 

heterocigosidad en ninguno de los marcadores tipo microsatélite analizados; (p=0.028).  

 

 La supervivencia global a los cinco años en los 10 pacientes con mutaciones en 

TP53 fue del 89% (95% CI, 69% - 100%) y para los 132 pacientes sin mutaciones en 

TP53 fue de 72% (95% CI, 64% - 80%); (p=0.35). 
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Tabla 8: Frecuencia de la pérdida de hetererocigosidad para cada marcador de 

microsatélite y de las mutaciones del gen TP53 en el tejido tumoral y en las muestras de 

plasma y análisis univariante de acuerdo con la supervivencia global y la supervivencia 

libre de enfermedad para cada una. 

 

 

Supervivencia libre 

de enfermedad 
Supervivencia global 

Marcador IFN  LOH 

HR (95% CI) p HR (95% CI) p 

T 14 (20%) 0.69 0.2 – 2.4 0.57 0.69 0.15 – 3.2 0.63 TH2 

 

71 

(50%) P 12 (17%) 0.51 0.12 – 2.24 0.38 0.88 0.19 – 4.05 0.87 

T 14 (23%) 1.92 0.66 – 5.63 0.23 1.17 0.22 – 6.4 0.85 D10S197 

 

60 

(42%) P 13 (22%) 2.19 0.75 – 6.43 0.15 1.4 0.26 – 7.7 0.69 

T 24 (44%) 1.49 0.54 – 4.11 0.44 1.7 0.59 – 4.9 0.32 D16S421 

 

54 

(38%) P 20 (37%) 1.12 0.4 – 3.16 0.82 0.92 0.3 – 2.73 0.87 

T 26 (35%) 1.85 0.79 – 4.37 0.16 1.3 0.54 – 3.3 0.5 D17S855 

 

74 

(52%) P 21 (28%) 1.71 0.72 – 4.06 0.22 0.9 0.34 – 2.38 0.83 

T 36 (44%) 1.84 0.74 – 4.59 0.19 2.26 0.82  6.22 0.11 D17S654 

 

81 

(57%) P 28 (35%) 2.19 0.89 – 5.39 0.09 1.54 0.57 – 4.15 0.39 

T 20 (26%) 2.1 0.75 – 5.9 0.16 1.48 0.48 – 4.58 0.40 D9S161 

 

77 

(54%) P 18 (23%) 2.5 0.89 – 7.06 0.082 1.7 0.55 – 5.27 0.39 

TP53 

 

 

 

 

 

 

 
1.85 0.65 – 5.24 0.25 0.4 0.05 – 2.94 0.37 

Abreviaturas: IFN: número y porcentaje de casos informativos; T: muestra tumoral; P: 

muestra plasmática; HR: hazard ratio; CI: intervalo de confianza; Lob: carcinoma 

lobulillar infiltrante; DI: carcinoma ductal infiltrante. 
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PRESENCIA DE ADN TUMORAL EN PLASMA 

 

 

• Detección, cuantificación y caracterización del ADN plasmático 

 

 La presencia de concentraciones detectables de ADN libre en el plasma de 

controles sanos y, en concentraciones anormalmente altas, en el de pacientes con 

diversas patologías, es un hecho demostrado desde los estudios de Mandel y Métais111, 

como se ha comentado previamente. En nuestra serie estudiamos muestras de ADN de 

controles sanos y de pacientes, extraídas de tejido tumoral y de tejido normal, de 

linfocitos y de plasma y, encontramos la presencia de ADN en el 97% de las pacientes 

con cáncer de mama, y en el 76% de controles sanos, con unas concentraciones 

claramente diferentes. 

 

 La trasformación maligna de las células se asocia a numerosos cambios 

genéticos, que pueden ser marcadores de desdiferenciación celular y de progresión. 

Independientemente de si estas alteraciones juegan un papel en la transformación 

maligna, o bien si son expresión secundaria de ésta, su determinación en plasma y su  

correlación pronóstica pueden proporcionarnos datos útiles tanto en estudios de 

investigación básica y clínica como en procedimientos de rutina asistencial. El estudio 

realizado demuestra que es posible la detección de ADN con las alteraciones genéticas 

encontradas en el tumor, en el plasma de las pacientes y que su presencia puede tener 

relación con el pronóstico. Algunos estudios pioneros pusieron las primeras bases de 

esta línea de investigación y de sus potenciales aplicaciones. 

 

 En 1977, Leon113 describió, en una serie de 173 pacientes con varios tipos de 

cánceres, una concentración media de ADN en suero, determinada por 

radioinmunoensayo, de 180 ng/ml. La distribución de esta cifra media, dependiendo de 

la extensión de la enfermedad, reveló una cantidad de 209 ng/ml en pacientes con 

enfermedad metastásica comparada con 100 ng/ml en pacientes con enfermedad no 

diseminada. En 55 controles sanos, la concentración de ADN sérico observada fue de 13 

ng/ml de media (de 0 a 100 ng/m). En este estudio los autores trataron de encontrar 

alguna correlación entre estas altas concentraciones de ADN sérico y algunas 
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características del tumor, observando como único dato significativo la disminución del 

mismo en más de un 90% después del tratamiento con radioterapia, especialmente en 

linfomas, tumores de cabeza y cuello y en adenocarcinomas de pulmón, ovario y 

endometrio, manteniéndose persistentemente altas las cifras iniciales en aquellos 

pacientes sin respuesta al tratamiento. Esta última observación fue un dato significativo 

a favor del origen tumoral de estas altas concentraciones de ADN plasmático. 

 

 Sin embargo, estas observaciones eran de carácter cuantitativo y en este análisis 

no se caracterizaba el ADN encontrado en el suero como ADN tumoral. El aislamiento 

y la cuantificación del ADN plasmático total en pacientes con cáncer se demostró que 

era rutinariamente factible. Sin embargo la identificación de la correspondiente cantidad 

de ADN tumoral plasmático requiere de métodos más específicos. 

 

 A finales de los años 80, se demostró que el ADN circulante tenía características 

físico-químicas similares al ADN del tumor primario114.  

 

 Posteriormente varios autores163, 124, 164 analizaron el ADN presente en el plasma 

de forma cualitativa, observando que las alteraciones moleculares encontradas en el 

ADN plasmático eran similares a las detectadas en el ADN tumoral, proporcionando así 

suficiente evidencia sobre el origen tumoral del ADN extracelular detectado en sangre 

periférica. 

 

 Muchos tipos de tumores, incluidos los más frecuentes, se asocian con la 

presencia de ADN tumoral plasmático positivo y numerosas estrategias moleculares y 

distintos marcadores génicos se han usado con éxito para caracterizar este ADN. 

Adicionalmente, altas concentraciones de ADN plasmático en pacientes con cáncer se 

han asociado con ciertas características de la enfermedad y con el pronóstico de los 

pacientes. Incluso ADN procedente de virus, como es el caso del ADN del virus 

Ebstein-Barr, se ha cuantificado como un marcador subrogado de ADN tumoral en el 

plasma de los pacientes con cáncer nasofaríngeo110. 
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• Técnicas utilizadas para la caracterización del ADN plasmático 

 

 El desarrollo del cáncer habitualmente implica una acumulación de cambios 

genéticos y epigenéticos, tales como mutaciones, reordenamientos cromosómicos, 

inestabilidad de microsatélites e hipermetilación de promotores. Después de la primera 

demostración de secuencias detectables de ADN tumoral en el plasma de los pacientes 

con cáncer114, diferentes formas de ADN tumoral circulante se han detectado en 

pacientes con distintos tipos de tumores por varios grupos. Así, en los diferentes 

estudios realizados se han llegado a analizar un conjunto de alteraciones moleculares, 

demostrativas de las más habituales encontradas en el material genético tumoral.  

 

 Las mutaciones en oncogenes pueden ser encontradas en una amplia variedad de 

tumores, su detección en el ADN de plasma o suero aporta evidencia sobre el origen 

tumoral de los ácidos nucleicos circulantes. La familia de protooncogenes Ras forma 

parte de la cascada de señales de diferentes vías oncogénicas de proliferación tumoral. 

Las mutaciones de K-ras son unas de las alteraciones genéticas más comunes 

encontradas en  tumores y fueron las primeras mutaciones encontradas en el ADN 

circulante extracelular en pacientes con cáncer. En 1994, se publicó la detección de 

mutaciones de N-ras en pacientes con síndrome mielodisplásico y leucemia mieloide 

aguda163 y en tumores de páncreas115. Más tarde se detectaron mutaciones de K-ras en el 

suero y plasma de pacientes con cáncer de colon124, 165. Estas mutaciones pudieron ser 

detectadas en estadios precoces de la enfermedad, estadio A de Dukes y en fase 

preleucémica de los síndromes mielodisplásicos. Se observó una completa similitud 

entre las mutaciones en Ras en el ADN tumoral y en el ADN plasmático. En algunos de 

estos estudios, la persistencia de secuencias mutadas de K-ras circulantes se asoció con 

recaídas y/o progresión de la enfermedad. 

 

 TP53 es un gen supresor de tumores que interviene en la regulación de la 

proliferación celular. Sus mutaciones también se encuentran entre las más comunes 

detectadas en los cánceres humanos. Las mutaciones en TP53 se han detectado tanto por 

PCR-SSCP como por mutación específica en carcinoma microcítico de pulmón139, en 

carcinoma de mama166, adenocarcinoma de colon125 y en hepatomas167. La presencia de 

estas mutaciones en el ADN plasmático extracelular de los pacientes se asoció con 

tumores de mayor tamaño y estadios tumorales más avanzados139.  
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 Los reordenamientos cromosómicos representan otra clase de eventos que 

pueden ocurrir en los tumores. En el plasma y suero de pacientes con linfomas o 

leucemias se han detectado secuencias de ADN con reordenamientos en las cadenas 

pesadas de las inmunoglobulinas168, además se observó una relación entre su 

persistencia tras el tratamiento con quimioterapia y la resistencia al mismo. 

 

 Las alteraciones detectadas mediante el estudio de microsatélites, tales como la 

pérdida de heterocigosidad y la inestabilidad de microsatélites, se encuentra 

prácticamente a lo largo de todo el genoma y en una gran variedad de tumores, en 

especial en el cáncer colorectal hereditario no polipósico, carcinoma colorectal 

esporádico, cáncer de pulmón no microcítico, carcinoma de cabeza y cuello, cáncer de 

vejiga y cáncer de mama. Estos hechos confirman que varios microsatélites distribuidos 

a lo largo del genoma, pueden estar en regiones habitualmente alteradas en muchos 

cánceres y pueden servir como marcadores clonales asociados a ese tumor. La primera 

descripción acerca del uso de marcadores polimórficos de microsatélite para identificar 

y caracterizar ADN extracelular circulante en pacientes con cáncer fue realizada en 

1996169, 170. Desde entonces, varios estudios de seguimiento, tales como el presente, han 

sido realizados para establecer el posible valor del ADN libre en plasma con 

características de ADN tumoral como factor pronóstico en pacientes diagnosticados de 

cáncer, pero ninguno con un seguimiento superior a 24 meses. Se ha publicado la 

presencia de alteraciones en microsatélites en ADN plasmático idénticas a las del ADN 

del tejido tumoral y diferentes a las del ADN linfocitario en carcinoma microcítico169 y 

no microcítico de pulmón171, carcinoma de cabeza y cuello172, melanoma173, 

hipernefroma174, cáncer de colon175 y cáncer de mama138, 164, 176. En la mayoría de los 

estudios, los niveles y la persistencia de las alteraciones de microsatélites tuvieron 

correlación pronóstica con la progresión de la enfermedad o con el número de recaídas. 

 

 La metilación aberrante del promotor de genes supresores, como la 

hipermetilación, es un mecanismo epigenético que está adquiriendo una gran 

significación y que podría estar implicado en algunos procesos de tumorogénesis. La 

hipermetilación del promotor de algunos genes implicados en diversas vías de 

proliferación tumoral, como p16INK4a, DAP kinasa, GSTP1, MGMT y APC, ha sido 

identificada y ha hecho posible su estudio a nivel de ADN plasmático, comprobándose 

su relación con recaídas de la enfermedad, y una cierta predicción evolutiva en algunos 
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tumores como cáncer de pulmón no microcítico177, cáncer de mama178, carcinoma de 

cabeza y cuello179, hepatoma180, y esófago181.  

 

 En plasma de pacientes con neoplasias asociadas con infecciones víricas se han 

encontrado secuencias genómicas virales. En el suero de pacientes con carcinoma 

nasofaríngeo, con enfermedad de Hodgkin y en procesos linfoproliferativos post-

trasplante se ha detectado ADN del virus Epstein-Barr (EBV)182. Aparte de su detección 

al diagnóstico, también se ha demostrado su utilidad en la monitorización y pronóstico 

de los pacientes con carcinoma nasofaríngeo y procesos linfoproliferativos asociados a 

EBV. La detección cuantitativa de secuencias de ADN del virus del papiloma humano 

(HPV) en el suero de los pacientes ha sido descrita como un marcador potencial para la 

enfermedad metastásica de los pacientes con tumores de cabeza y cuello asociados a 

HPV183. Además, la detección de ADN del HPV en el plasma de las pacientes con 

cáncer de cérvix se asocia con la presencia de enfermedad metastásica184. 

 

 

• Elección de marcador genético para la caracterización del ADN 

plasmático 

 

 Con la incorporación de avances técnicos ha sido posible progresar en el estudio 

y en las aplicaciones de los ácidos nucleicos. Los primeros métodos como el 

radioinmunoensayo podían detectar sólo pequeñas cantidades en nanogramos de ADN, 

con capacidad de información añadida, esta relativa sensibilidad pudo haber contribuido 

a las bajas tasas encontradas en los primeros ensayos. Con la introducción de la técnica 

de la PCR, cantidades en picogramos ya pudieron ser detectadas y amplificadas. La 

robustez del análisis de microsatélites ha mejorado con técnicas de alelotipos basadas en  

fluorescencia con electroforesis capilar185. En la mayoría de los estudios de detección 

viral, la positividad rondaba en torno al 50%, y con la actual técnica de PCR en tiempo 

real aumenta la sensibilidad hasta en un 90%. Sin embargo, dada la alta sensibilidad de 

la PCR cuantitativa, medidas eficaces anticontaminación deben ser estrictamente 

aplicadas en estos ensayos186. Dentro del desarrollo de técnicas de complejidad 

asumible por los laboratorios centrales de rutina, el uso de técnicas no radioisotópicas 

puede facilitar la incorporación del análisis del ADN tumoral plasmático en el estudio y 

manejo de los pacientes con cáncer. 
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• Papel de los marcadores genéticos utilizados 

 

 En nuestra serie, analizamos muestras de ADN procedente del tejido tumoral y 

ADN sérico con marcadores polimórficos tipo microsatélite y determinando  

mutaciones en TP53.  

 

En el grupo mayoritario de pacientes con ADN circulante, el 43% de ellas 

mostraban alteraciones moleculares en el plasma similares a las encontradas en el tejido 

tumoral y dichas alteraciones no se encontraron en ninguno de los controles sanos. 

Estos datos muestran similitud con los hallazgos de los estudios previamente 

mencionados. 

 

 Para el estudio del ADN plasmático, la elección de marcador es un factor 

importante y, nosotros decidimos analizar la pérdida de heterocigosidad y las 

mutaciones de TP53, dos parámetros moleculares, con la finalidad de aumentar la 

sensibilidad de las detecciones de ADN plasmático con características tumorales en la 

serie de pacientes. Aunque la capacidad de detectar ADN tumoral en plasma varía en 

función de la serie y el tipo tumoral, el uso conjunto de varios marcadores 

(microsatélites, mutaciones, hipermetilación) incrementa los porcentajes de detección.  

 

Un estudio187, en pacientes con cáncer de ovario, utilizó la detección de 

secuencias específicas de TP53 en plasma y líquido peritoneal, encontrándose 

solamente en el 15% de las pacientes, siendo la crítica principal al mismo la utilización 

de un solo marcador. Los autores señalan que es probable que el ADN circulante refleje 

la presencia de invasión vascular por parte de las células del cáncer de ovario, pero la 

escasa incidencia lo hace difícil de utilizar como test de rutina para la determinación del 

pronóstico de estas pacientes, ya que otras alteraciones moleculares además de las 

mutaciones en TP53 pueden estar presentes, siendo necesario usar además otros 

marcadores para aumentar la sensibilidad del test. Pese a todo el estudio demostró su 

asociación con peor supervivencia. 

 

 La capacidad de una alteración molecular para modificar el pronóstico de los 

pacientes depende de si esta alteración confiere un fenotipo tumoral más agresivo. Los 
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marcadores usados en este estudio para identificar pacientes con ADN libre plasmático 

con características tumorales pueden o no tener un efecto directo en el fenotipo del 

tumor, independientemente de que puedan ser encontrados en el plasma. Cuando 

analizamos la supervivencia global de las pacientes como una función de las LOH en 

ADN plasmático, los resultados fueron equivalentes a aquellos de la serie entera, porque 

la mayoría de las pacientes presentaban, al menos, una LOH. Sin embargo, el análisis de 

las mutaciones de TP53 es incierto, quizá por el pequeño número de pacientes. Tabla 8.  

 

En cualquier caso, algunos estudios han observado que el pronóstico de los 

pacientes también puede tener una influencia dependiendo del marcador determinado en 

plasma, sugiriendo que los ácidos nucleicos libres circulantes pueden ser una buena 

fuente para obtener ácidos nucleicos tumorales139, 181. 

 

 

• Origen y mecanismos de liberación del ADN plasmático 

 

 Los mecanismos mediante los cuales el ADN tumoral llega y se mantiene en el 

plasma están poco comprendidos en el momento actual. Las hipótesis consideradas 

tienden a centrarse en apoptosis, necrosis y lisis tumoral, así como también por un 

proceso activo de liberación de ácidos nucleicos por las células tumorales, como ya se 

ha comentado en la Introducción. La presencia en el plasma de variables proporciones 

de ADN tumoral es probablemente el resultado de diferentes mecanismos, los cuales 

incluyen posiblemente, vías tanto de muerte celular como de proliferación. Algunas 

investigaciones en curso ofrecerán, próximamente, más información en este campo, 

tanto desde el punto de vista de su valor pronóstico al relacionar este parámetro 

molecular con la supervivencia de los enfermos, como respecto del origen y 

características biofísicas del ADN libre en plasma.  

 

 En nuestra serie, independientemente de si el valor pronóstico depende de su 

origen, la presencia de ADN tumoral plasmático al diagnóstico, analizado con un 

adecuado periodo de seguimiento se asoció con tumores más agresivos y a rangos de 

supervivencia más corta en pacientes con cáncer de mama. 
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ANÁLISIS DE LOS RESULTADOS: UTILIDAD 

 

• Presencia de ADN tumoral plasmático y correlaciones clínico-

patológicas 

 

 La mayoría de los estudios que analizan la presencia de ADN circulante en 

plasma de pacientes con cáncer han descrito su presencia en el momento del diagnóstico 

de la neoplasia y en diferentes estadios de la misma, sugiriendo que puede ser un hecho 

temprano en la progresión tumoral. Las correlaciones efectuadas en algunos tumores 

entre ADN plasmático y parámetros histológicos del tumor, han revelado una 

asociación estadísticamente significativa con algunas características histológicas 

consideradas de mal pronóstico164. 

 

 Uno de los objetivos de nuestro estudio fue determinar si la presencia de ADN 

tumoral plasmático al diagnóstico se asociaba con algunas de las características clínico-

patológicas de las pacientes (Tabla 1). La edad media de la serie fue de 55 años, punto 

que se utilizó de corte para establecer el análisis univariante y multivariante de dicho 

parámetro. La detección del ADN tumoral plasmático fue similar en los dos grupos de 

edades analizados, por lo que la valoración del papel pronóstico del ADN tumoral 

dependiendo de la edad de las pacientes no se pudo realizar. La invasión vascular es uno 

de los parámetros histológicos que se analizan rutinariamente en las pacientes con 

cáncer de mama, pero con poco valor clínico en la decisión del tratamiento oncológico. 

En nuestra serie no se encontró que éste parámetro tuviera correlación con la presencia 

o no de ADN tumoral plasmático al diagnóstico. El grado histológico se relacionó con 

la presencia de ADN tumoral plasmático. El 55% de las pacientes con grado histológico 

3 presentan ADN positivo frente al 31% de las pacientes con grados 1 y 2, sin embargo 

estas cifras no logran alcanzar significación estadística. El estudio de la afectación 

ganglionar axilar y su relación con la presencia de ADN tumoral plasmático no encontró 

diferencias significativas, pese a que un mayor porcentaje de pacientes con axila 

positiva presentaban ADN tumoral plasmático respecto a los que no tenían afectación 

axilar. El estadio tumoral, otro de los clásicos parámetros de mal pronóstico, sí se asoció 

a la presencia de ADN plasmático de una manera significativa (p=0.018). El estadio es 

la combinación de la afectación axilar y el tamaño tumoral y, pese a que por separado 
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no se ha visto una relación estadísticamente significativa de éstos parámetros con el 

ADN plasmático, al unirlos, ésta relación sí que se puede establecer. La relación 

significativa del estadio y el ADN, así como la que se observa con la afectación axilar, 

tamaño y grado histológico nos indica que el ADN tumoral plasmático presenta una 

asociación con la carga tumoral del paciente y probablemente con la agresividad del 

mismo. 

 

Varios estudios han analizado la presencia de ADN tumoral plasmático en 

relación con el estadio de la enfermedad y los resultados no han sido uniformes. Dos 

estudios, en carcinoma de cabeza y cuello170 y carcinoma microcítico de pulmón169, 

ambos con gran número de pacientes señalaron la relación del ADN con enfermedad 

avanzada; sin embargo, otros cuatro estudios que analizaban esta característica 

molecular en diversos tumores como cáncer no microcítico de pulmón177, cáncer de 

colon124, 125 y carcinoma de células renales174 encontraron relación con su presencia y 

estadios iniciales. Así pues, los datos disponibles no son concluyentes, sugiriendo que 

otras características biológicas no exploradas de los ácidos nucleicos tumorales 

extracelulares pueden asociarse a este fenómeno. En un estudio previo realizado en 

nuestro Servicio164 se compararon parámetros clínico-patológicos entre pacientes con 

cáncer de mama con y sin ADN tumoral plasmático al diagnóstico y se apreciaron 

diferencias significativas en cuanto a la afectación axilar, la presencia del tipo 

histológico carcinoma ductal invasivo, altos índices proliferación y el parámetro 

compuesto por afectación axilar, grado histológico III y afectación vascular peritumoral 

y, la presencia de ADN plasmático. Con los datos de nuestro estudio, podemos afirmar 

que la presencia de ADN tumoral plasmático al diagnóstico en pacientes con cáncer de 

mama, sí parece asociarse a algunas características histológicas de peor pronóstico. 

 

 

• Relación con la supervivencia libre de enfermedad a los tres años 

 

En el corte del estudio a los tres años se analizaron doce parámetros clínico-

patológicos y la presencia de ADN plasmático en relación con la supervivencia libre de 

enfermedad. Conocemos que el comportamiento clínico del cáncer de mama puede ser 

predecido por factores pronósticos bien establecidos como el tamaño tumoral, la 

afectación ganglionar axilar y el estadio patológico. El grado histológico y los 



  Discusión 
 

 106

receptores de estrógenos también son factores pronósticos evaluables. El estudio 

confirma el valor pronóstico de estos factores con la supervivencia libre de enfermedad 

a los tres años (Tabla 3), aunque el grado histológico y los receptores de estrógenos no 

demostraron un valor predictivo significativo para la supervivencia libre de enfermedad 

en nuestra serie (p=0.8 y p=0.5, respectivamente). La presencia de ADN plasmático al 

diagnóstico se relacionó con la supervivencia libre de enfermedad a los tres años, con 

una razón de riesgo de 2.6 cuando se comparaba con las pacientes sin la presencia de 

dicho factor molecular (Tabla 4). El tamaño tumoral mayor de 5 cm fue el factor con 

mayor razón de riesgo, seguido de la afectación ganglionar axilar y del ADN tumoral 

plasmático. 

 

La asociación significativa encontrada entre la presencia de ADN plasmático 

con características de ADN tumoral y la supervivencia libre de enfermedad a tres años 

indica que este marcador tumoral tiene un papel pronóstico en las pacientes con cáncer 

de mama. 

 

 

• Relación con la supervivencia: resultados a cinco años 

 

En relación con los diversos estudios publicados sobre cáncer de mama y ADN 

circulante, éste es el estudio con mayor seguimiento. A los 5 años, recayeron el 24.6% 

de las pacientes, de las que fallecieron 30, tanto los datos de recaídas como de muertes 

fueron significativos respecto de la presencia de ADN circulante en plasma. Los datos 

de supervivencia de la serie se pueden considerar aplicables a la población general de 

pacientes con cáncer de mama en estadio inicial. Teniendo como referencia al estudio 

EUROCARE188, que analiza la supervivencia en Europa de los pacientes con cáncer, la 

supervivencia global a 5 años observada en las pacientes de nuestro estudio demuestra 

una distribución similar al europeo (que describe una supervivencia los 5 años del 

78%). Nuestro estudio refleja una ligera menor supervivencia a 5 años (supervivencia 

del 71%), que probablemente sea debido al menor porcentaje de pacientes en estadio I 

incluidos en nuestro este estudio. 

 

 Los datos sobre la supervivencia libre de enfermedad a los 5 años son más 

concluyentes que los de los 3 años y, refuerzan el papel del ADN tumoral plasmático 
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como factor pronóstico. Las diferencias entre ambos (Tablas 2 y 5) son lógicas, ya que 

toda la serie tiene un mayor seguimiento y, nos señalan el error que se puede cometer al 

extrapolar datos de supervivencia en el seguimiento de pacientes en situaciones de 

adyuvancia.Las pacientes con ADN tumoral positivo tuvieron una supervivencia libre 

de enfermedad a los cinco años del 54% y, las pacientes en las que no se detectó del 

86%, con una importante significación estadística (p=0.0003) (Figura 4A). En el 

análisis univariante el ADN plasmático tumoral, el tamaño, la afectación axilar y el 

estadio tuvieron un valor pronóstico significativo. Al realizar el análisis multivariante 

de los resultados, el único parámetro significativo en relación con la supervivencia libre 

de enfermedad fue el ADN positivo al diagnóstico (p=0.038). Los otros parámetros de 

mal pronóstico, como la afectación ganglionar axilar, el tamaño tumoral y el grado 

histológico no alcanzaron significación estadística (Tabla 6). 

 

 En nuestro estudio, respecto a la supervivencia global a los cinco años, con una 

media de seguimiento de 58 meses (rango: 37-82 meses), se observa una diferencia 

estadísticamente significativa en las pacientes con ADN tumoral positivo, así su 

supervivencia fue del 59% y, del 83% para las pacientes con ADN negativo al 

diagnóstico.  

 

 La probabilidad de recaída de las pacientes con ADN positivo era del 32%, 

respeto al 12% de las pacientes con ADN negativo. Al realizar el análisis univariante, el 

ADN plasmático y las variables edad, receptores de estrógenos, tamaño tumoral, 

afectación ganglionar axilar y estadio también fueron significativas.  

 

Cuando se realizó el análisis multivariante, las variables receptores de 

estrógenos y tamaño tumoral mantuvieron su significación, pero no el ADN tumoral al 

diagnóstico. De acuerdo con el modelo univariante de regresión de Cox, el valor 

predictivo del ADN tumoral plasmático fue claramente significativo, con una razón de 

2.5. Sin embargo, en el análisis multivariante disminuyó dicha razón a 1.6, 

probablemente debido al efecto confusor de las variables consideradas en este modelo 

estadístico (Tabla 7). Por lo tanto, mientras el análisis estadístico señaló que el ADN 

tumoral plasmático mantiene alguna relación con dichos factores, el método de Kaplan-

Meier demostró diferencia significativa en el comportamiento entre las curvas de 

supervivencia de las pacientes con ADN positivo y negativo al diagnóstico. Es posible 



  Discusión 
 

 108

que con un mayor seguimiento o con un mayor número de pacientes en la serie se 

hubiera alcanzado un valor significativo, dado que la tendencia es a la significación. 

 

 El parámetro con mayor significación en la supervivencia fue la variable 

receptores de estrógenos. En este caso, los resultados del estudio pueden estar 

influenciados por el tipo de análisis estadístico realizado y por el tratamiento 

administrado a las pacientes, tanto en el tratamiento hormonal adyuvante inicial, como 

el que se administró, cuando estuvo indicado, en la situación de diseminación de la 

enfermedad. Esto se debe a la posible existencia de variables confusoras que pueden 

modificar el riesgo relativo de la variable receptores de estrógenos; en este caso se 

observa una confusión negativa, probablemente llevada a cabo por la influencia de la 

variable tratamiento. El estudio del tamaño se realizó comparando las pacientes T3 con 

las T1, observando una probabilidad de supervivencia seis veces mayor en el segundo 

grupo y, obviando grupos intermedios como el T2, en los que se roza la significación 

sin llegar a alcanzarla. En cambio, en el análisis de la afectación axilar se estudió la 

presencia o ausencia de dicha afectación, y no la relación entre subgrupos de pronóstico 

más diferente como N0 con N2 o con N3, aun así la afectación axilar roza la 

significación en el análisis multivariante.  

 

 Del resto de parámetros analizados destaca la edad, que pese a que resultó 

significativa como factor pronóstico tanto en el análisis de la supervivencia libre de 

enfermedad como de la supervivencia global a los cinco años y rozando la significación 

en el análisis multivariante, confiriendo un peor pronóstico para las pacientes con edad 

inferior a 55 años, esta significación no se obtuvo cuando se analizó el estado menstrual 

premenopáusico frente a postmenopáusico. 

 

Pese a los numerosos estudios realizados sobre el ADN tumoral plasmático 

desde 1996, cuando el ADN circulante plasmático extracelular fue por primera vez 

caracterizado como ADN del tumor, la gran mayoría de ellos analizan su relación con 

otros factores clínico-patológicos ya reconocidos, sin realizar seguimiento de la serie de 

pacientes objeto del estudio. Pocos estudios han señalado la correlación del pronóstico 

de los pacientes con la presencia de ADN con características tumorales en sangre 

periférica, probablemente por el seguimiento que esto conlleva. Hasta la actualidad, los 

estudios que recogen esta información analizan tumores con escasa supervivencia, como 
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el carcinoma microcítico de pulmón139 y el carcinoma de páncreas189. Este último 

estudio, que analiza un grupo de 44 pacientes con adenocarcinoma de páncreas con un 

seguimiento medio de 7 meses, objetiva una menor supervivencia en los pacientes con 

ADN libre en el plasma. Los estudios con adecuado número de pacientes y seguimiento 

son escasos. Otros estudios en adenocarcinoma de esófago181 y carcinoma no 

microcítico de pulmón190 y, el estudio presente han considerado periodos de 

seguimiento largos y han demostrado también una correlación positiva entre pobre 

supervivencia y la presencia de ADN plasmático. Independientemente de los 

mecanismos de producción y los marcadores moleculares usados, la presencia del ADN 

plasmático puede ser considerada un factor pronóstico negativo. 

 

 No todos los estudios ofrecen resultados positivos. Un estudio191 no encontró 

asociación entre el pronóstico clínico de las pacientes y la presencia de ADN 

plasmático.  Aunque en este caso la serie fue de 16 pacientes, se concluye la no utilidad 

para la detección de metástasis ocultas o la monitorización de la enfermedad. 

 

 

• Valor del ADN tumoral plasmático, relación con carga tumoral y 

otros factores pronósticos 

 

El tratamiento adyuvante sistémico en el cáncer de mama está indicado en los 

grupos de pacientes con mayor riesgo de recidiva tumoral y, la decisión de su 

administración se basa en una combinación de factores pronósticos encabezados por la 

afectación axilar y el tamaño tumoral. Estos parámetros que nos ayudan a la toma de 

decisiones no permiten discriminar a un subgrupo de pacientes, que es considerado de 

buen pronóstico pero que va a presentar una recaída de su enfermedad. Dado que la 

presencia o ausencia de afectación ganglionar axilar es el factor pronóstico más 

importante en las pacientes con cáncer de mama no metastásico, se estudió su relación 

con la presencia o no de ADN tumoral al diagnóstico, su efecto en la supervivencia y su 

poder para discriminar grupos de mejor pronóstico dentro de los grupos de pacientes 

separados por la afectación axilar. Así, en el grupo considerado de mejor pronóstico, sin 

afectación axilar, el ADN tumoral plasmático no fue capaz de diferenciar subgrupos de 

distinta evolución (Figura 6A). En cambio, en el grupo con afectación axilar, de peor 

pronóstico, las pacientes que tenían el ADN tumoral plasmático positivo sí que 
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presentaban una tendencia a peor supervivencia, permitiendo la identificación de un 

subgrupo de peor pronóstico (Figura 6B). Nuestro marcador a estudio no nos permitió 

discriminar un subgrupo de peor evolución dentro de los grupos de buena evolución. 

 La afectación axilar sólo refleja de una manera indirecta la tendencia del tumor a 

la diseminación, ya que en los estadios más precoces, sin afectación axilar, hasta el 30% 

de las pacientes van a recaer. El tratamiento de estas pacientes que se encuentran en 

estadios muy iniciales supone una difícil decisión para el oncólogo por el riesgo de 

sobretratar a pacientes con escaso riesgo de recidiva tumoral o por el de infratratar a 

pacientes que, pese a tener poco riesgo según los factores pronósticos habituales, sí que 

tienen posibilidades de recaer. En busca de conocer la utilidad del ADN tumoral en esta 

situación, dividimos a las pacientes en estadios más precoces, sin afectación axilar y con 

reducido tamaño tumoral (T1-T2), llamados pacientes con baja carga tumoral. Dado que 

en esta situación se buscan más factores pronósticos que nos ayuden a tomar decisiones 

de tratamiento, analizamos también el papel del grado histológico en esta situación. El 

grado histológico es probablemente el tercer factor pronóstico en consideración, junto 

con el estado de los receptores hormonales, y hemos comparado su papel con el del 

ADN plasmático tumoral para evaluar si este podría sustituirlo en la toma de decisiones. 

En las pacientes sin afectación axilar y T1-T2 se producen seis fallecimientos, tres de 

las cuales tenían ADN positivo y otras tres, negativo; por lo que la presencia o no de 

ADN tumoral plasmático no permite discriminar ningún subgrupo pronóstico. El 

número de fallecidos en este subgrupo de buen pronóstico es escaso y probablemente 

ningún marcador resultara significativo. Cuando se estudió el grado histológico 

tampoco éste fue capaz de diferenciar a las pacientes con probabilidad de recaer. Las 

gráficas 7 y 8 muestran que tanto el ADN tumoral al diagnóstico como el grado 

histológico no discriminan subgrupos de pacientes en el grupo de pacientes con buen 

pronóstico; sin embargo, ambas variables son capaces de seleccionar a subgrupos de 

pacientes de peor pronóstico en el grupo de pacientes de mal pronóstico, determinado 

por la afectación axilar y el tamaño tumoral. 

 

 Se ha analizado la relación entre el tratamiento administrado y su influencia en 

la supervivencia según la presencia o no de ADN tumoral plasmático. Dada la 

complejidad del tratamiento del cáncer de mama, las pacientes se dividieron en ocho 

subgrupos (ver Material y Métodos), pero a la hora de realizar el estudio sólo se 

analizaron cuatro grupos de tratamiento, ya que el resto de grupos no tenía número 
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suficiente de pacientes que hiciera posible su análisis. En los grupos de pacientes 

tratadas con quimioterapia más radioterapia y, radioterapia más hormonoterapia, el 

ADN permitió discriminar subgrupos de peor pronóstico (Figura 9). Esto no se obtuvo 

en el grupo de tratamiento con hormonoterapia, considerado como de mejor pronóstico. 

 

 Para simplificar el estudio analizamos por separado las pacientes tratadas sólo 

con quimioterapia o con hormonoterapia. En el grupo de pacientes que recibió 

quimioterapia, que habitualmente se administra a las pacientes que presentan factores de 

mal pronóstico, aquellas pacientes con ADN tumoral positivo tienen una tendencia a un 

peor pronóstico, con una p=0.08 (Figura 10A). En el grupo de pacientes que recibió 

hormonoterapia, considerado a priori de mejor pronóstico, el ADN tumoral positivo no 

permitió la identificación de ningún subgrupo de peor evolución; p=0.16, esta diferencia 

no fue significativa (Figura 10B). En nuestra serie de pacientes, independientemente del 

tratamiento administrado, la presencia de ADN tumoral plasmático indica peor 

pronóstico y, en los grupos de mejor pronóstico no nos discrimina subgrupos de peor 

evolución. 

 

 En nuestro estudio, el análisis de la capacidad de discriminación del ADN libre 

plasmático dio distintos resultados en los dos grupos de pacientes seleccionados en base 

a la supervivencia global tras 5 años de seguimiento medio (Figuras 11A y 11B). Estas 

diferencias son difíciles de interpretar y deben ser consideradas en el contexto de unos 

resultados preliminares dentro del efecto de un esquema específico de tratamiento en la 

supervivencia de pacientes con peor pronóstico, indicado por la presencia del factor 

molecular. En este estudio el factor molecular fue ADN plasmático libre con 

características tumorales. Los tratamientos adyuvantes han demostrado modificar la 

supervivencia de las pacientes con cáncer192. En este escenario existe la necesidad de 

más estudios con adecuadas series de pacientes para determinar si el ADN libre 

plasmático pudiera ser un marcador de respuesta al tratamiento de las pacientes con 

cáncer de mama, como se ha demostrado en otros tumores. 

 

 Así pues, cuando se analiza la relación del ADN tumoral plasmático con otros 

factores de mal pronóstico como la afectación axilar y carga tumoral, o con otras 

situaciones que indirectamente indican mal pronóstico como la administración de 

determinados tratamientos sistémicos (quimioterapia u hormonoterapia) o con los 
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grupos que de acuerdo con el tratamiento recibido han evolucionado peor, se observa 

que el ADN tumoral plasmático al diagnóstico es un factor de mal pronóstico y, que es 

capaz de discriminar subgrupos de pacientes dentro de los grupos de pacientes de mal 

pronóstico, que pese al tratamiento estándar administrado evolucionan peor. No 

podemos asumir que un tratamiento más intenso en estos subgrupos de pacientes, 

identificados por la presencia de ADN tumoral plasmático al diagnóstico, pudiera 

cambiar la evolución de las mismas, pero sí que el tratamiento administrado en la 

actualidad no logra una buena supervivencia en estos subgrupos de mal pronóstico. 

 

 La asociación significativa que hemos encontrado entre la presencia de ADN 

plasmático con características tumorales agresivas y la recurrencia de la enfermedad, así 

como su capacidad de predecir la supervivencia libre de enfermedad y supervivencia 

global indica que esta alteración molecular podría usarse como factor pronóstico, que la 

presencia de ADN tumoral plasmático en pacientes con cáncer de mama en el momento 

del diagnóstico es un predictor fiable de supervivencia global, supervivencia libre de 

enfermedad y recaída, pero sin embargo no aporta más utilidad a los otros factores 

pronósticos ya existentes y no hemos podido demostrar que sea complementario a 

ninguno de ellos cuando se estudia en conjunto su utilidad en la discriminación de 

subgrupos de buen pronóstico. Hemos visto relación del marcador con situaciones 

clínicas de elevada carga tumoral y de mal pronóstico, seleccionando en estos casos 

grupos de pacientes con peor evolución. 

 

La técnica es factible y rápida, no modificada por otros factores, ya que la 

muestra de sangre se recoge antes de realizar ningún tratamiento, incluyendo la cirugía. 

 

Los resultados de este estudio refuerzan los de los otros estudios en carcinomas 

de páncreas, adenocarcinomas de esófago, cáncer de pulmón no microcítico y 

melanoma, teniendo en cuenta que nuestro estudio tiene un seguimiento más adecuado 

al tipo de tumor considerado que el resto de los estudios comentados. 

 

 Ningún otro estudio ha alcanzado un seguimiento ni un número de pacientes 

mayor que el nuestro. La importancia de nuestro estudio radica en el seguimiento de 

cinco años, que puede considerarse revelador de la evolución de las pacientes con 

cáncer de mama no metastásico, y nos ofrece unos datos de supervivencia, tanto libre de 
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enfermedad como global, de la que carecen el resto de los estudios. En un futuro 

próximo dispondremos de resultados de otros estudios, actualmente en curso, en nuestro 

Servicio, que analizan como parámetro principal, la supervivencia de las pacientes en 

relación con la presencia en plasma de ARN tumoral en el momento del diagnóstico. 
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PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

 Con el desarrollo de la Biología Molecular se dispone de nuevas herramientas 

que pueden proporcionar perfiles moleculares que colaboren en una mejor 

caracterización de tumores y en una mayor precisión pronóstica. Desafortunadamente, 

no existe un marcador molecular único que proporcione suficiente información para 

ayudar al clínico a realizar diagnósticos más precisos y pronósticos más efectivos. En su 

lugar, deben ser evaluados paneles de marcadores que identifiquen diferentes vías 

implicadas en progresión tumoral como mutaciones en ciertos de genes, sobreexpresión 

o disminución de la expresión de la actividad de algunos genes, análisis de proteínas 

específicas o la detección de ácidos nucleicos circulantes. En nuestro estudio se ha 

evaluado la presencia de ADN tumoral libre en plasma usando alteraciones genéticas 

específicas del tumor para su caracterización. Pese a los datos positivos encontrados en 

recaídas y supervivencia en pacientes con cáncer de mama, que lo avalan su papel como 

marcador tumoral, sabemos que otros muchos marcadores influyen en la posterior 

evolución de las enfermas. 

 

El estudio del ADN tumoral plasmático puede proporcionar un nuevo marcador 

molecular con implicaciones pronósticas en pacientes con  cáncer de mama. Es posible 

que el ADN tumoral circulante libre pueda servir como un marcador molecular fiable y 

accesible, como se ha sugerido en este y en otros estudios, por lo que se puede postular 

su utilidad para la detección precoz y el seguimiento de las pacientes con cáncer. Al ser 

un método no invasivo, puede ser más fácilmente aceptado para la detección precoz de 

la enfermedad, en este caso, si los resultados de este procedimiento fueran 

consistentemente establecidos en estadio I o en tumores menores de 1cm, podría 

considerarse un método complementario a los procedimientos radiológicos habituales. 

Además, la identificación de lesiones premalignas con alteraciones moleculares 

definidas193 permitiría la investigación de este marcador molecular en pacientes con 

lesiones premalignas e, hipotéticamente cambiaría el manejo clínico de estos procesos.  

 

En relación con el tratamiento del cáncer de mama se ha estudiado la 

persistencia del marcador tras la mastectomía. En un estudio127 se encontró persistencia 

de ADN tumoral plasmático tras la mastectomía en el 20% de las pacientes, sobre todo 
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en los que presentaban invasión vascular, afectación ganglionar axilar y alto grado 

histológico. Estos resultados sugieren que la persistencia de ADN tumoral plasmático 

tras la mastectomía podría identificar a un grupo de pacientes con enfermedad más 

agresiva con mayor tendencia a la aparición de diseminación micrometastásica. 

Estudios prospectivos deben validar esta observación preliminar. También se ha 

observado que tras el tratamiento adyuvante, el ADN tumoral plasmático no desaparece 

en todas las pacientes. En un estudio194 en pacientes con cáncer de mama no 

diseminado, se objetivó la persistencia del marcador a los seis meses del tratamiento 

quirúrgico inicial y, tras haber recibido tratamiento adyuvante, en el 15% de las 

pacientes. En el momento del estudio, en ninguna de ellas se había detectado 

recurrencia o enfermedad metastásica. El hecho de la persistencia del marcador tumoral 

se podría explicar por una disminución de la actividad degradante de las nucleasas, que 

conllevaría a un lento aclaramiento del ADN plasmático o bien, que indicara la 

presencia de enfermedad micrometastásica, lo cual, de confirmarse podría suponer la 

utilidad del marcador como indicador de la eficacia del tratamiento adyuvante, que 

tendría que validarse en estudios prospectivos. En un estudio similar117 en el que se 

analizaron las variaciones séricas del ADN del virus Epstein-Barr en pacientes con 

carcinoma nasofaríngeo, se observaron fluctuaciones tras el tratamiento con radioterapia 

y se documentó persistencia de la enfermedad en pacientes que no mostraron regresión 

de esta alteración molecular, sugiriendo así su uso para la monitorización de la 

enfermedad y la detección precoz de las recaídas. 

 

La utilidad del ADN tumoral plasmático en la monitorización del tratamiento 

adyuvante hormonal también se ha evaluado. En un estudio145, los autores determinan 

como marcador la metilación RASSF1A DNA en un grupo de pacientes con cáncer de 

mama no metastásico, antes y tras un año de iniciar tratamiento adyuvante hormonal  

con tamoxifeno, resultando como marcador significativo de mal pronóstico, recaída y 

muerte cuando persiste o reaparece durante el seguimiento de las pacientes, sugiriendo 

que estas pacientes podrían beneficiarse de un cambio de tratamiento a inhibidores de la 

aromatasa, fármacos que están adquiriendo un papel cada vez más importante en la 

adyuvancia del cáncer de mama195. 

 

 Quizá la principal implicación del estudio sea la posibilidad de tener un test no 

invasivo, basado en ADN plasmático, para el diagnóstico del cáncer, lo cual sería de 
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gran utilidad sobre todo en tumores con difícil diagnóstico (ej.: cáncer de páncreas). La 

relación entre ADN tumoral plasmático y el estadio tumoral, la presencia de enfermedad 

residual y su relación con la supervivencia sugiere que el ADN plasmático podría servir 

como marcador pronóstico en ausencia de metástasis clínicamente detectables  y, como 

test de seguimiento para valorar la respuesta al tratamiento y la identificación de 

recaídas locales y a distancia. Para aumentar su sensibilidad es necesario analizar en 

cada tipo de tumor cual es el marcador genético adecuado para el estudio. Estudiando su 

asociación con lesiones premalignas y con la detección precoz del cáncer, se puede 

comprender mejor su papel a nivel diagnóstico y como método de cribaje del cáncer. 

 

 Además de la detección de ADN tumoral plasmático, existen otros métodos de 

estudio de los ácidos nucleicos. La detección de ARN ha sido descrita en numerosos 

tumores y, pese a la idea inicial de que su inestabilidad y rápida degradación supondría 

un inconveniente para su utilización, se ha demostrado que puede ser fácilmente 

extraíble y amplificable196. Al igual que con el ADN plasmático, se ha encontrado en el 

plasma y en el suero de individuos sanos y, en cifras más elevadas en pacientes con 

cáncer. También se ha objetivado su relación con parámetros clínico-patológicos y con 

el pronóstico en pacientes con tumores197. En el caso del cáncer de mama, se ha 

observado  su asociación con parámetros de mal pronóstico como tamaño tumoral e 

índice de proliferación, así como con la presencia de células tumorales circulantes198. El 

ADN mitocondrial puede suponer otra fuente de ADN con características tumorales. Se 

han descrito mutaciones en ADN mitocondrial en numerosos tumores199, y en cáncer de 

mama se ha relacionado la presencia de mutaciones somáticas con mal pronóstico200. 

Otro método molecular muy estudiado en sangre periférica y en médula ósea, como 

técnica para el análisis de la presencia de células del tumor fuera de su lugar de origen, 

es el estudio de las células tumorales circulantes. Si la presencia de estas células indica 

el primer paso de la enfermedad metastásica o, por el contrario, es un paso por la 

circulación sin trascendencia en la diseminación de la enfermedad, es un tema pendiente 

de aclarar201. En el cáncer de mama, se han usado como marcadores citoqueratinas 

expresadas exclusivamente por las células epiteliales y la mamaglobina, altamente 

específica de las células derivadas del tejido mamario, tanto tumoral como benigno. 

Cuando se han estudiado las células tumorales circulantes en sangre periférica y en 

médula ósea, su relación con el pronóstico y con otros parámetros clínicos es variable. 

Diversos estudios202, 203 han correlacionado la detección de células tumorales circulantes 
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con estadios más avanzados y con la afectación axilar ganglionar. Sin embargo, otro 

estudio204 no ha encontrado relación con la supervivencia libre de enfermedad ni con la 

afectación axilar ganglionar, pero su presencia disminuía con el tratamiento. El uso del 

marcador analizado también es de gran importancia, un estudio205 encuentra 

significación para la supervivencia libre de enfermedad en pacientes con cáncer de 

mama no metastásico, pero no para la supervivencia global, usando células positivas 

para mamaglobina mediante RT-PCR, pero no cuando usa citoqueratinas en las mismas 

muestras, señalando así las diferencias biológicas entre los distintos marcadores 

moleculares. En un análisis prospectivo104, se evaluó el pronóstico de pacientes con 

cáncer de mama metastásico con el nivel de células tumorales circulantes en las 

pacientes, previo a iniciar un nuevo tratamiento sistémico y, se observó su relación con 

el intervalo libre de progresión y la supervivencia global. 

 

 El descubrimiento del ADN circulante ha abierto nuevas posibilidades como un 

método no invasivo para la detección y monitorización de diversas enfermedades. En 

los pacientes con cáncer, la detección y cuantificación de estos ácidos nucleicos es un 

método que, como ya se ha comentado, puede tener su utilidad en el pronóstico de los 

pacientes. En Obstetricia y Pediatría, el descubrimiento de ADN fetal en el plasma 

materno abre nuevas oportunidades como método no invasivo para el diagnóstico 

prenatal  y la monitorización. Puede resultar de utilidad en casos de aneuploidías 

cromosómicas, preeclampsia y hemorragia fetal-materna206. En Traumatología, las 

concentraciones de ADN circulante se correlacionan con la severidad del 

traumatismo207. En Neurología, altos niveles de ADN plasmático se asocian con la 

gravedad e incluso con la mortalidad de los pacientes que sufren un accidente cerebro-

vascular208. 

 

 Los datos del presente estudio demuestran que mediante una sencilla 

metodología (extracción sanguínea) es posible el estudio de las alteraciones genéticas 

presentes en las células tumorales, que ADN tumoral circulante está presente en el 

plasma de las pacientes con cáncer de mama y, que éste se puede amplificar y detectar 

mediante PCR. El estudio de las alteraciones específicas, como las alteraciones de 

microsatélites y mutaciones del gen TP53, que se encuentran en el ADN plasmático 

permite su comparación con las del ADN del propio tumor, probando así su origen 

tumoral, y su valor como marcador pronóstico. 
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1- La detección, análisis y caracterización de ADN libre en plasma es factible 

utilizando la metodología adecuada. 

 

2- En pacientes con cáncer de mama es posible detectar, en sangre periférica,  

ADN tumoral extracelular con las mismas alteraciones genéticas que las 

observadas en el tumor primitivo. Este hecho apoya la utilidad del plasma/suero 

como una fuente de ácidos nucleicos tumorales en estos pacientes. 

 

3- La presencia de ADN tumoral extracelular se asocia con características 

histológicas del tumor de mal pronóstico como afectación axilar ganglionar, el 

tamaño tumoral y el grado histológico. 

 

4- Existe una correlación entre las pacientes con recaídas de la enfermedad y la 

presencia de ADN tumoral extracelular al diagnóstico, tanto en los análisis 

realizados a los tres como a los cinco años. 

 

5- La supervivencia libre de enfermedad a los tres y cinco años es más corta en 

aquellas pacientes con ADN tumoral circulante al diagnóstico. 

 

6- Las pacientes con ADN tumoral circulante al diagnóstico tienen una tendencia a 

presentar una menor supervivencia global a los cinco años. 

 

7- El pacientes con baja carga tumoral (sin afectación axilar y tamaño tumoral T1-

T2) el ADN tumoral circulante al diagnóstico no tiene valor para discriminar 

pacientes peor pronóstico. 

 

8- En los grupos de pacientes de mal pronóstico, el ADN tumoral es capaz de 

discriminar subgrupos con peor supervivencia.  

 

9- La presencia de ADN tumoral en un grupo de pacientes sometidos a una misma 

pauta de tratamiento es capaz de discriminar subgrupos con diferente 

supervivencia global. 
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10-  La determinación de ADN libre en plasma con presencia de alteraciones 

tumorales no ha demostrado mayor utilidad pronóstica que los factores 

pronósticos tradicionales en el manejo clínico de las enfermas con cáncer de 

mama.  
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